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Diabetes melito tipo 2 (DMT2) é uma das doenças endócrino-metabólicas 
de etiologia complexa mais prevalentes do mundo. Estudos em animais e humanos 
têm proposto um envolvimento intestinal na patogênese do DMT2 resultando em 
alteração da composição da microbiota intestinal e endotoxemia. Trabalho recente 
do nosso grupo de pesquisa demonstrou que camundongos pré-diabéticos, 
alimentados com dieta hiperlipídica (DH), apresentaram alteração na estrutura da 
junção de oclusão (JO) no epitélio do íleo e cólon, indicativa de comprometimento da 
barreira paracelular. Em adição, exposição in vitro ao conteúdo intestinal obtido 
desses animais pré-diabéticos induziu ruptura da barreira epitelial mediada pela JO 
em linhagens celulares epiteliais, sendo que o conteúdo luminal do intestino delgado 
foi mais nocivo à JO comparado ao do intestino grosso. Diante desses resultados, 
esta Dissertação de Mestrado tem por objetivo avaliar o papel da barreira epitelial 
mediada pela JO no duodeno e jejuno durante o desenvolvimento do pré-diabetes. 
Entre os objetivos específicos estão: 1) verificar se a estrutura e função da JO 
estariam comprometidas no duodeno e jejuno durante a administração de DH por 
15, 30 e 60 dias; 2) investigar se a permeabilidade paracelular estaria aumentada 
para moléculas com relativo baixo peso molecular como o Lucifer Yellow (LY); 3 e 4) 
determinar a relação temporal entre a quebra de barreira epitelial e o surgimento de 
endotoxemia nos animais alimentados com DH. A avaliação metabólica demonstrou 
que a DH induziu alterações progressivas até o estabelecimento de um quadro típico 
de pré-diabetes aos 60d, com ganho significativo de peso e da massa das gorduras 
pélvica e retroperitoneal, hiperglicemia em jejum e pós-prandial. A avaliação da 
permeabilidade intestinal mostrou que a DH provocou maior passagem de LY pela 
barreira paracelular intestinal de animais pré-diabéticos em relação ao controle. Nas 
análises histológicas, não foi observado um comprometimento estrutural do epitélio 
intestinal, mas um aumento na altura das células absortivas, possivelmente devido a 
uma adaptação ao maior aporte calórico, sem que houvesse mudança marcante na 
superfície de absorção representada por vilos e glândulas. A avaliação das proteínas 
juncionais claudinas-1,-2,-3 e ZO-1, por meio de imunofluorescência e Western Blot, 
demonstrou diminuição no conteúdo proteico juncional no epitélio de revestimento 
do duodeno e jejuno, já a partir dos 15d de tratamento, sem alteração significativa no 
conteúdo celular, indicando um rearranjo na estrutura da JO, podendo ter 
contribuído para o aumento da permeabilidade intestinal ao LY. A dosagem de LPS 
não demonstrou surgimento de endotoxemia nem de alteração da quantidade 
luminal desse componente no intestino delgado ou grosso. Em conclusão, esses 
resultados demonstram que a JO é uma estrutura chave no desenvolvimento do 
DMT2 induzido por DH, visto que ocorre comprometimento significativo da estrutura 
e função da barreira paracelular mediada pela JO no duodeno e jejuno, antes 
mesmo do estabelecimento de um quadro típico de pré-diabetes. Porém, a ausência 
de endotoxemia e de mudança significativa no conteúdo de LPS luminal indicam que 
as alterações da barreira intestinal, que contribuem para o desenvolvimento do 









Type 2 Diabetes Mellitus (T2DM) is one of the most prevalent endocrine-
metabolic diseases worldwide with a complex etiology. Animal and human studies 
have proposed an intestinal involvement in the pathogenesis of T2DM with changes 
in the intestinal microbiota composition, resulting in endotoxemia. We have recently 
shown that prediabetic mice, fed a high-fat diet (HF), present an altered tight junction 
(TJ) structure in the ileum and colon epithelium, indicative of paracellular barrier 
disruption. In addition, in vitro exposure to the intestinal luminal contents obtained 
from these prediabetic animals induced impairment of the TJ-mediated epithelial 
barrier in epithelial cell lines, and the luminal content of small intestine was more 
harmful to TJ than that of the large intestine. Given these findings, this Master's 
thesis aimed at investigating the TJ-mediated epithelial barrier in the duodenum and 
jejunum during prediabetes development in mice. The specific objectives were as 
follows: 1) to verify if the structure and function of TJ would be compromised in the 
duodenum and jejunum (proximal intestine) during HF administration for 15, 30 and 
60 days; 2) to investigate whether paracellular permeability would be increased to 
relatively low molecular weight markers such as Lucifer Yellow (LY); 3 and 4) to 
determine the temporal relationship between epithelial barrier disruption and 
endotoxemia in animals fed a HF. The metabolic evaluation demonstrated that HF 
induced progressive changes until the establishment of a typical prediabetes 
condition after 60d of treatment, characterized by significant weight gain, an increase 
in pelvic and retroperitoneal fat mass, and moderate fasting and postprandial 
hyperglycemia. Intestinal permeability assay showed that HF induced a significant 
rise in the passage of LY through the paracellular intestinal barrier in prediabetic 
mice as compared to controls. As revealed by the histological analysis, no structural 
rupture of the epithelium lining the proximal intestine was observed, but a marked 
increase in the height of absorptive cells, possibly a result of an adaptation to a 
higher caloric intake, without a marked change in the absorption surface represented 
by villi and glands were seen in prediabetic mice. Immunofluorescence and Western 
Blotting for some junctional proteins (namely claudins-1, -2, -3 and ZO-1) in the 
epithelium of duodenum and jejunum  revealed a significant decrease in the 
junctional pool, starting at 15d of treatment, without significant change in their total 
cell content, suggesting a rearrangement of the TJ structure, which may have 
contributed to the increased intestinal permeability observed in HF-fed mice. The 
LPS levels in plasma and intestine fragments were similar in control and treated 
groups. In conclusion, our results demonstrate that TJ plays a role in T2DM 
development since a significant impairment of TJ-mediated paracellular barrier 
structure and function in the duodenum and jejunum is observed before the 
prediabetes onset, induced by HF intake for 60d.  The TJ structural changes 
occurred in the absence of detectable endotoxemia and under normal intestinal LPS 
levels, suggesting that the metabolic alterations leading to T2DM can be influenced 
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INTRODUÇÃO AO TEMA DA DISSERTAÇÃO 
 
1. A barreira intestinal 
O sistema digestório é constituído por órgãos cavitários e glândulas 
associadas, e tem como função primária fazer o processamento e digestão do 
alimento ingerido e absorver água e nutrientes necessários para a manutenção do 
organismo. Em função da sua interação direta com o meio externo, a túnica mucosa 
do tubo gastrointestinal frequentemente entra em contato com antígenos ambientais 
como patógenos, toxinas, componentes da dieta, além da microbiota, que podem ser 
danosos ao organismo. Para limitar o acesso indesejável desses antígenos ao meio 
interno, o epitélio que reveste o tubo digestório, e outros elementos como o muco e 
o tecido linfóide associado à mucosa (MALT; do inglês Mucosa-Associated 
Lymphoid Tissue), desempenham a função de barreira protetora entre o conteúdo 
luminal e o meio interno (1,2). Essa barreira no intestino, constituída por todos esses 
elementos, é denominada barreira intestinal. 
O muco que recobre a superfície apical do epitélio intestinal serve como 
primeira linha de defesa contra patógenos, evitando a adesão de bactérias e 
microorganismos ao epitélio e posterior internalização (1). Um de seus principais 
componentes é sintetizado pelas células caliciformes, assim denominadas devido ao 
formato de teca distendida repleta de grânulos na região apical do citoplasma 
quando vista ao microscópio de luz (Figura 1.1a,b) (3). Tais células são 
especializadas na produção e secreção de mucinogênios (glicoproteínas ácidas 
sulfatadas [sulfomucinas] e não-sulfatadas [sialomucinas]), os quais uma vez 
liberados na superfície apical deste epitélio, se hidratam e formam uma camada de 
muco que protege a mucosa intestinal  do contato direto com as enzimas digestivas, 
microrganismos, sais biliares e ácido gástrico, além de represar substâncias 
antibacterianas, como as lisozimas e defensinas, liberadas pelo epitélio (1). As 
mucinas são glicoproteínas constituídas por um core proteico ligado a cadeias 
laterais de oligossacarídeos, os quais representam mais de 80% de sua massa 
molecular (4).  
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 A função absortiva do intestino é otimizada pela presença de projeções na 
mucosa e pregueamentos na parede desse órgão. As projeções de maior tamanho 
da túnica mucosa são denominadas vilosidades ou vilos, e mudam de morfologia de 
acordo com o segmento intestinal, sendo foliáceas no duodeno, digitiformes no 
jejuno e mais curtas no íleo (Figura 1.1a) (5).   
O epitélio que reveste a mucosa intestinal é constituído por uma única 
camada de células firmemente aderidas por meio de junções celulares, constituída 
por enterócitos ou células absortivas (as células mais abundantes do epitélio 
intestinal), células caliciformes secretoras de mucinas, células enteroendócrinas 
secretoras de hormônios reguladores da atividade gastrointestinal, e na base das 
vilosidades abrem-se glândulas do tipo tubular simples, onde também são 
encontradas as células de Paneth (secretoras de defensinas antimicrobianas) e as 
células fonte (Figura 1.1 a-d) (5).  
A renovação do epitélio ocorre a cada 4-5 dias, em um processo no qual as 
células fonte, presentes nas glândulas intestinais, sofrem mitose e dão origem a 
duas linhagens celulares, uma responsável por manter o pool de células fonte 
intestinais e a outra que se diferencia rapidamente em uma das linhagens celulares 
epiteliais intestinais à medida que ocorre migração em direção à vilosidade ou à 
base das glândulas (no caso das células de Paneth) (6).  
O epitélio intestinal apresenta uma característica especial, que é a 
presença de uma borda (ou orla) estriada visível à microscopia de luz (Figura 1.1e), 
e corresponde ultraestruturalmente a projeções digitiformes da superfície apical dos 
enterócitos, denominadas microvilosidades (5). Cada microvilosidade contém cerca 
de 20 a 30 microfilamentos de actina em seu interior, unidos à trama terminal do 
citoesqueleto por diversas proteínas estruturais (5). As microvilosidades são de 
grande importância, pois além de aumentar em cerca de 20 vezes a superfície de 
absorção, é nelas onde estão presentes as enzimas de membrana responsáveis 
pelo processo final de digestão, como as dissacaridases e peptidases, e também 
carreadores de membrana, como o SGLT-1 (sodium-glucose transporter-1) (5). Com 
exceção da lactase, as dissacaridases são enzimas adaptativas, pois sua 
quantidade e atividade variam em função da concentração de substrato, assim, uma 





2. Barreira paracelular intestinal: o papel da junção de oclusão 
Além da camada de muco que recobre a superfície apical do epitélio e as 
células do Sistema Imune situadas na lâmina própria (tecido conjuntivo associado à 
mucosa), as membranas apical e basolateral das células epiteliais (particularmente 
dos enterócitos) contendo canais proteicos e proteínas carreadoras associadas, bem 
como as junções intercelulares, constituem outros elementos da barreira intestinal. 
Tal barreira não é absoluta, mas sim seletiva, a fim de possibilitar a absorção de 
nutrientes e evitar a entrada de toxinas e/ou microorganismos, embora a mesma 
possa ser regulada de maneira a permitir a entrada de antígenos, no intuito de 





Figura 1.1 - Epitélio do intestino delgado de camundongo. Em (a) observa-se uma 
vilosidade e uma glândula intestinal no tecido corado por H&E. Ao longo das 
vilosidades e glândulas estão presentes diversos tipos celulares, estando 
representadas em destaque (b-d) apontadas pelas setas (b, célula caliciforme; c, célula 
enteroendócrina; d, célula de Paneth). Borda estriada no epitélio intestinal destacada 




Para que os nutrientes atravessem a barreira intestinal e cheguem à 
corrente sanguínea, eles precisam seguir através das vias transcelular e paracelular. 
Na primeira via, atuam transportadores de membrana localizados na superfície 
apical e basolateral dos enterócitos, e na via paracelular, íons e as moléculas 
(principalmente hidrofílicas) de pequeno peso molecular e menores que 3,6 Å de 
diâmetro são transportadas por difusão entre células adjacentes, unidas por meio de 
junções intercelulares (2,10–13).  
As junções celulares são especializações da membrana plasmática que 
atuam unindo células adjacentes entre si ou com a matriz extracelular. As junções 
célula-célula ou intercelulares incluem quatro subtipos, a saber: a junção de oclusão 
(tight junction ou zonula occludens), a junção de adesão (zonula adherens), os 
desmossomos e as junções comunicantes (gap junctions) (Figura 1.2) (14). Dentre 
estas, a que determina diretamente a função de barreira paracelular epitelial é a 
junção de oclusão (JO) (1).  
A JO está localizada na porção mais apical da membrana lateral, unindo 
intimamente células adjacentes com aparente fusão dos folhetos externos da 
membrana plasmática nessa região (1,15–17). Essa característica da JO também 
está envolvida com o estabelecimento e manutenção da polaridade de proteínas 
integrais e outras moléculas entre os domínios apical e basal da membrana 
plasmática (18). Em imagens de criofratura, a JO aparece como cordões de contas 
cujos dímeros formam uma rede interconectada na periferia da célula (Figura 1.2) 
(19). 
Os componentes estruturais desses cordões de "vedação" que controlam 
o fluxo paracelular, ou a permeabilidade intestinal através da JO, pertencem a três 
famílias de proteínas transmembrana: a das claudinas, a TAMPs (do inglês, Tight 
Junction–Associated MARVEL [myelin and lymphocyte and related proteins for 
vesicle trafficking and membrane link] Proteins), da qual fazem parte ocludina, 
tricelulina e marvelD3, e a JAMs (junctional adhesion molecules) (9). Essas 
proteínas integrais se associam lateralmente para formar os cordões de “vedação”. 
A interação entre cordões de “vedação” entre células vizinhas promove o 
estreitamento do espaço intercelular, limitando a passagem de íons e moléculas 
através da via paracelular (Figura 1.3) (9).   
A expressão diferencial de subtipos de proteínas juncionais 
(particularmente as claudinas) em cada segmento intestinal faz com que a 
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permeabilidade da JO se altere ao longo do intestino delgado e grosso (1,20). 
Análises da expressão do RNA mensageiro de diferentes proteínas constituintes da 
JO ao longo do intestino humano mostraram que enquanto a claudina-5 está 
presente em maior abundância no duodeno, a expressão das claudinas-1,-2,-7,-12,-
15 foi observada ao longo de todo o intestino, já as claudinas-3,-4,-7,-8 
apresentaram-se mais abundantes no cólon (21,22). As claudinas-1,-3,-5 estão 
envolvidas diretamente na função de barreira da JO, as claudinas-2,-10,-12,-15,-17 
formam canais seletivos a íons, enquanto a função das claudinas-4,-7,-8 é 
considerada inconsistente (9,23). 
 
Figura 1.2 – Junção de oclusão vista através de microscopia eletrônica e sua 
representação esquemática. A imagem de microscopia eletrônica mostra a 
organização em cadeia da JO formando uma rede interconectada (setas). O 
esquema abaixo da microscopia mostra duas membranas unidas por diversas 
unidades da JO (adaptado de Van Itallie & Anderson. Semin Cell Dev Biol. 
2014;36:157–65. Copyright 2007 by the American Diabetes Association). 
As proteínas integrais da JO estão associadas a microfilamentos de 
actina do citoesqueleto perijuncional através de macromoléculas que formam um 
complexo proteico associado a face citoplasmática da junção. Esse complexo é 
constituído por proteínas como ZO-1, ZO-2 e ZO-3, afadina (AF-6), cingulina, 
antígeno 7H6 e MUPP1 (multi-PDZ domain protein 1) (16,24). Os domínios PDZ, 
presentes em diversas proteínas constituintes da JO, funcionam como regiões de 
interação entre proteínas auxiliando na formação de complexos multiproteicos, 
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estando mais comumente situados na região C-terminal da cauda citoplasmática de 
receptores transmembrana e canais proteicos, que por promoverem uma interação 
de força mediana, possibilitam o rearranjo das proteínas (Figura 1.3) (25).  
Dentre as proteínas constituintes dos cordões de vedação da JO, as 
principais são claudinas e ocludina (Figura 1.3), sendo as primeiras consideradas 
essenciais na determinação das funções de barreira e seletividade da junção de 
oclusão (18). As claudinas são proteínas transmembrana com peso molecular 
variando de 20 a 34 kDa e formam a família das claudinas, constituída atualmente 
por 27 diferentes isoformas identificadas em mamíferos (26,27). Assim como a maior 
parte das proteínas da JO, as claudinas (Clds) são divididas funcionalmente de 
acordo com seu papel fisiológico na barreira paracelular (28). Por exemplo, as Clds-
1 e -3 desempenham a função de selagem da barreira, limitando o transporte 
paracelular de íons e moléculas, por isso são denominadas claudinas formadoras de 
barreira (do inglês, barrier-forming claudins) (28–30). Já outras formam canais ao 
longo da JO seletivos para cátions (Cld-2, -10b, -15), ânions (Cld-10a, -17) ou água 
(Cld-2) (9,20,23), por isso são conhecidas como claudinas formadoras de poros (do 
inglês, pore-forming claudins) (28).  
 
Figura 1.3 - Estrutura molecular da JO e macromoléculas citoplasmáticas 
associadas. MUPP1 (multi-PDZ Domain Protein 1). As proteínas MAGI (MAGUK with 
inverted domain structure) pertencem à família de proteínas MAGUK (adaptado de 
Fletcher & Rappoport. Biochem Soc Trans. 2014;42(1):195 LP – 200). 
A estrutura molecular das claudinas compreende 4 domínios 
transmembrana, que formam duas alças extracelulares, com as extremidades N- e 
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C-terminal voltadas para o citoplasma (Figura 1.3) (18). O C-terminal interage com 
domínios MAGUK (do inglês, Membrane-Associated Guanylate Kinase), que 
possuem diversos sítios para ligação de proteínas e medeiam interações proteicas 
entre JO e macromoléculas citoplasmáticas (31,32). A primeira alça extracelular 
forma canais paracelulares, e sofre variação na posição e quantidade de 
aminoácidos carregados, mudando a afinidade/seletividade do canal de acordo com 
o tipo de claudina, enquanto a segunda alça faz a interação entre claudinas de 
membranas vizinhas (33).  
A ocludina (~65 kDa) foi o primeiro componente dos cordões de vedação da 
JO a ser identificado, sendo pertencente à família das TAMPs. Sua estrutura 
consiste em uma proteína integral com domínios filogeneticamente bem 
conservados, sendo quatro domínios transmembrana, três domínios citoplasmáticos 
(N-terminal curto, C-terminal longo e um pequeno segmento intracelular), e duas 
alças extracelulares, onde a primeira interage com a célula adjacente e a segunda é 
necessária para manter a localização dessa proteína na JO (Figura 1.3) (34–37). A 
ocludina auxilia na estabilidade e na manutenção da função de barreira da JO (18).  
Outros membros das TAMPs, a angulina e a tricelulina, são encontrados 
na região de contato entre três ou mais células, denominada região de contato 
tricelular (38). Nesse local, os componentes mais apicais de duas JO vizinhas se 
unem no centro e formam uma extensão em formato tubular com aproximadamente 
10 nm de diâmetro e 1 µm de comprimento em direção ao eixo basal, resultando em 
uma estrutura nomeada tricellular tight junction (Figura 1.4) (38).  
 
Figura 1.4 - Estrutura das junções de oclusão no sítio de contato entre duas ou três 
células epiteliais vizinhas (adaptado de Furuse et al. Tissue Barriers. 
2014;2(3):e28960). 
As funções específicas e os mecanismos pelos quais as TAMPs oferecem 
suporte à JO ainda não foram totalmente elucidados, e a hipótese de atuarem como 
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intermediárias nas interações de adesão celular e se a sua modulação/expressão 
afeta a função de barreira paracelular tem gerado dados conflitantes na literatura 
(39–41). As JAMs são membros da superfamília das imunoglobulinas, contendo um 
domínio extracelular que interage de maneira homofílica com células adjacentes, 
estabilizando junções célula-célula, enquanto a cauda citoplasmática apresenta 
domínios PDZ (18).  
A família das proteínas intracitoplasmáticas ZO pertence ao subgrupo 
ZO1-like da família das proteínas MAGUK (32). Os componentes das ZOs 
compreendem as moléculas ZO-1 (220 kDa), ZO-2 (160 kDa) e ZO-3 (130 kDa), 
localizados na face citoplasmática das junções de oclusão,  podendo estar também 
associadas a junções de adesão e junções comunicantes, particularmente na 
ausência da JO (42). As ZOs são responsáveis pela interação entre as proteínas da 
JO e proteínas do citoesqueleto, interagindo diretamente com filamentos de actina, 
proteínas ligadoras de miosina, além de moléculas sinalizadoras e reguladores 
transcricionais, recrutando diversas proteínas para a formação da placa 
citoplasmática, e regulando a polimerização de claudinas no epitélio (32).  
 
3. Modulação da barreira paracelular mediada pelas junções de oclusão 
A função de barreira e a permeabilidade paracelular mediadas pela JO 
podem ser moduladas por estímulos endógenos e exógenos, como nutrientes, 
citocinas e microorganismos, e seu comprometimento está associado a vários 
processos fisiopatológicos (2). As alterações na estrutura molecular da JO e na 
função de barreira epitelial podem ser avaliadas experimentalmente através da 
medida da resistência transepitelial (Rt) no aparelho de Ussing Chamber, e/ou pelo 
fluxo transepitelial (Ft)  a solutos hidrofílicos (marcadores) transportados 
exclusivamente pela via paracelular (43,44). Quanto maior a Rt e menor o Ft a esses 
marcadores, maior o grau de vedação proporcionado pela JO, e, em contraste, 
quanto menor a Rt e maior o Ft, maior a permeabilidade paracelular, o que pode ser 
um indício de  comprometimento da função de barreira mediada pela JO (44,45).  
Quanto à modulação fisiológica da JO intestinal, Pappenheimer e Reiss 
(1987), em estudo pioneiro, demonstraram que, após exposição de segmentos do 
intestino delgado à alta concentração de glicose, houve a ativação in situ do co-
transportador sódio-glicose e paralelamente um aumento da permeabilidade 
paracelular à glicose acompanhado de diminuição da Rt (46).  Também foi 
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demonstrado que durante esse co-transporte havia formação de dilatações internas 
na JO, observáveis à microscopia eletrônica de transmissão (47), e dissociação 
entre ZO-1 e outras proteínas da JO, sugerindo mudança na estrutura bioquímica da 
junção e consequentemente da barreira paracelular (48).  
Outros componentes nutricionais, como o butirato de sódio, também 
podem regular a barreira epitelial intestinal (43). O butirato de sódio é um ácido 
graxo de cadeia curta, produzido pela microbiota intestinal através da fermentação 
de proteínas e carboidratos não absorvidos (43). Estudo recente realizado pelo 
nosso grupo de pesquisa demonstrou que a suplementação de dieta regular e 
hiperlipídica com butirato leva à diminuição significativa da permeabilidade intestinal 
ao marcador paracelular FITC-Dextran (fluorescein isothiocyanate-dextran), 
associado com aumento no conteúdo juncional de Cld-1 no epitélio de revestimento 
do jejuno, íleo e cólon de camundongo (43).  
Além de nutrientes, citocinas como o Interferon-γ (IFN-γ) e o fator de 
necrose tumoral-α (TNF-α) modulam a permeabilidade epitelial intestinal, e atuam na 
sinalização intracelular da JO tanto em condições fisiológicas como patológicas (48). 
Modelos in vitro demonstraram que o IFN-γ, glicoproteína liberada por linfócitos T e 
células natural killer ativados, induz aumento da permeabilidade paracelular a íons e 
também ao manitol, acompanhado de mudanças morfológicas como a dissociação 
do complexo proteico que forma a JO, coincidindo com a desorganização da F-
actina perijuncional (49,50). O tratamento com TNF-α, outra citocina pró-inflamatória, 
sintetizada principalmente por células mononucleares, induziu  uma diminuição 
significativa na Rt acompanhada de ruptura da rede de cordões de vedação da JO, 
observada por criofratura, em linhagens celulares intestinais HT29 e Caco-2 (51).  
Em adição, a quebra da barreira epitelial intestinal mediada pela JO 
parece constituir um fator etiológico importante de doenças inflamatórias intestinais 
como a colite ulcerativa e a doença de Crohn, abrindo uma porta de entrada para 
antígenos luminais com o aumento da permeabilidade paracelular (1). 
4. Associação entre consumo de dieta hiperlipídica, composição da microbiota 
e barreira intestinal 
Tem sido proposto que a administração de dieta hiperlipídica induz 
mudanças na microbiota intestinal, com diminuição do número de bifidobactérias, 
que são um grupo de microrganismos que apresentam efeitos benéficos à saúde e 
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estão relacionadas a melhora na função de barreira mucosa e a redução na 
endotoxemia (52–54).  Essa mudança na composição da microbiota favoreceria o 
aumento das bactérias Gram negativas, resultando em maior liberação, e 
consequentemente maior absorção intestinal de lipopolissacarídeo (LPS, 4,9 Å) 
(54,114), principal componente da membrana externa das bactérias Gram negativas, 
que pode desencadear uma forte resposta inflamatória em animais saudáveis, 
sendo, por essa razão, conhecido como endotoxina (43,55–57). O acesso de 
grandes quantidades de LPS ao sistema circulatório do hospedeiro, através da 
quebra de barreira intestinal, pode levar à endotoxemia, que envolve a elevação dos 
níveis de LPS no plasma (57).  
Os lipopolissacarídeos ou lipoglicanos são moléculas compostas por três 
partes: 1) antígeno ou polissacarídeo O, 2) core de polissacarídeo e 3) lipídeo A, 
sendo que o oligossacarídeo do core está covalentemente ligado ao lipídeo A (58). 
O LPS confere carga negativa, que auxilia na estabilização de toda a estrutura da 
membrana bacteriana e oferece proteção contra danos químicos (58). O consumo 
de dieta hiperlipídica está relacionado a uma maior absorção de LPS pelo intestino, 
resultando no aumento de sua concentração plasmática (55,57).  
Uma vez absorvido pela membrana apical dos enterócitos, o LPS é 
transportado para o complexo de Golgi, onde passa a constituir preferencialmente 
moléculas de quilomícrons, que depois são secretados no espaço intercelular e se 
difundem na lâmina própria até alcançarem os capilares linfáticos de fundo cego, de 
onde seguem para os linfonodos mesentéricos e, então, para a corrente sanguínea 
(57,59). Os quilomícrons apresentam alta afinidade à molécula de LPS, e são 
formados em grande quantidade quando ocorre a ingestão de dieta hiperlipídica 
(59). Durante a absorção ativa de lipídios, é possível observar um acúmulo de 
quilomícrons no espaço intercelular, o que poderia causar pressão e 
enfraquecimento do complexo juncional epitelial (57,60). A ruptura ou o 
enfraquecimento da barreira paracelular pode estar relacionada ao aumento da 
permeabilidade intestinal a moléculas de alto peso molecular, como o LPS (57).  
Foi demonstrado que, em animais obesos, a barreira intestinal aparece 
comprometida, e estudos clínicos mostram que pacientes obesos ou diabéticos 
possuem uma maior concentração de LPS plasmático (55,57,61). 
Experimentalmente, demonstrou-se que a ingestão de triglicerídeos de cadeia longa 
aumentou a absorção de LPS pelo intestino, e que a formação de quilomícrons 
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aumentou a absorção de LPS pelos linfonodos mesentéricos (59). Em adição a uma 
maior produção de citocinas pró-inflamatórias, induzida por maior concentração 
plasmática de LPS, evidências mostram que o tecido adiposo de animais obesos 
libera adipocitocinas, dentre elas o TNF-α, devido à ocorrência de grande infiltração 
de macrófagos e hipertrofia de adipócitos, principalmente no tecido adiposo 
unilocular (62–64). 
A molécula de LPS é reconhecida por células do sistema imunológico 
através do receptor Toll-like 4 (TLR4), pelo co-receptor CD14 mais a proteína de 
diferenciação mieloide-2 (57). Essa ligação desencadeia sinais intracelulares 
resultando em aumento da expressão gênica de proteínas envolvidas na resposta 
inflamatória, como TNF-α e IL-6 (65). Tem sido proposto que altas concentrações de 
TNF-α em resposta à exposição crônica ao LPS, causada pela administração de 
dieta hiperlipídica,  resulta em um estado inflamatório sistêmico de baixo grau no 
indivíduo, promovendo a fosforilação inibitória do substrato do receptor de insulina 
IRS-1, inibindo a sua atividade e prejudicando a sinalização da insulina na célula, 
pode levar a um quadro de resistência periférica à insulina ou agravamento do 
mesmo, presente na patogênese do Diabetes Melito tipo 2 (DMT2) (57,63,64,66–71).  
5. Patogênese do Diabetes Melito Tipo 2 e envolvimento da barreira intestinal 
Antes do estabelecimento do DMT2, observa-se um quadro de pré-
diabetes, definido como um estado de hiperglicemia intermediária utilizando como 
parâmetros impaired fasting glucose (110 a 125 mg/dL) e impaired glucose tolerance 
(140-200 mg/dL no plasma após 2h de ingestão de 75g de glicose) (72). O diabetes 
é uma das doenças endócrino-metabólicas mais prevalentes no mundo, atingindo 
cerca de 422 milhões de adultos, podendo ter diversas origens: imunomediada, 
idiopática, gestacional, induzida por drogas, infecções virais, genética, disfunções 
metabólicas, dentre outras (73).  
O diabetes é responsável por 1,6 milhões de mortes a cada ano, e 
estudos mostram que essa doença pode ser controlada em grande parte pela prática 
de atividade física, manutenção de peso corporal adequado e alimentação saudável 
(74,75). Em 2016, a OMS (Organização Mundial da Saúde) publicou um documento 
onde sintetiza o estado de prevenção e controle do diabetes por país, e este relata 
que no Brasil, os principais fatores de risco são sobrepeso seguido de inatividade 
física, e a principal causa de morte são comorbidades cardiovasculares (73,76).  
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A forma mais comum de diabetes é o DMT2, atingindo cerca de 90% dos 
indivíduos diabéticos, sendo caracterizado por resistência periférica à insulina e, na 
fase inicial da doença, por hiperglicemia moderada e hiperinsulinemia (43,77). Tanto 
a susceptibilidade genética quanto o estilo de vida podem levar ao seu 
desenvolvimento, estando relacionado à ingestão de dieta hipercalórica, sobrepeso, 
obesidade e sedentarismo (78,79). No processo patológico do DMT2, estão também 
implicadas alterações morfológicas gastrointestinais, como enteropatia e diminuição 
na quantidade de células de Cajal, que auxiliam no controle da motilidade 
gastrointestinal, podendo acarretar em constipação e diarreia (80). Estudos clínicos 
demonstram que a associação entre a opção por um estilo de vida saudável com 
prática de exercícios físicos e melhoria nos hábitos alimentares associado ao 
tratamento com metformina pode ajudar a prevenir a evolução para o DMT2 
(74,75,81). 
Em indivíduos saudáveis, após uma refeição com alto teor de  
carboidratos, as células β da ilhota pancreática (ou ilhota de Langerhans) são 
estimuladas a secretar insulina, principalmente pelo estímulo da glicose, que entra 
na célula através de receptores insulino-independentes, GLUT-2 (glucose 
transporter 2) (82). A insulina secretada se liga a receptores específicos na 
membrana plasmática de células-alvo, localizadas principalmente nos tecidos 
hepático, muscular e adiposo (83). O receptor de insulina presente na membrana 
plasmática é um tetrâmero unido por pontes dissulfeto, constituído por duas 
subunidades α extracelulares e duas subunidades β, que possuem um domínio 
extracelular, um intramembrana e outro intracitoplasmático, este último com 
atividade tirosina-cinase (84).  
Uma vez que a insulina se liga às subunidades α, o receptor se 
autofosforila em resíduos de tirosina na porção tirosina-cinase, e também fosforila 
outros substratos, dentre eles os da família do receptor de insulina (IRS; insulin 
substrate receptor) em resíduos de tirosina (84,85). As IRS são proteínas de 
ancoragem às quais se ligam diversas proteínas citoplasmáticas, e uma vez 
fosforiladas, ativam múltiplas vias, acarretando na translocação dos receptores de 
glicose insulino-dependentes (como o GLUT-4) presentes em vesículas no 
citoplasma para a membrana plasmática (83). A cascata de sinalização do receptor 
de insulina estimula a captação de glicose através de diversos processos 
intracelulares, como ativação de enzimas e transcrição de genes, e promove 
25 
 
glicogênese no fígado e músculo, lipogênese no tecido adiposo, armazenamento de 
aminoácidos e síntese proteica no músculo (86).  
Na patogênese do DMT2, estão envolvidos diversos mecanismos 
moleculares que atuam na via de sinalização da insulina e ainda não são totalmente 
conhecidos. Estudos demonstraram que uma maior produção sistêmica de citocinas 
como interleucinas, proteína C-reativa e citocinas secretadas por adipócitos 
(adipocitocinas) leva a ativação de vias inflamatórias, tais como a c-Jun N-terminal 
cinase (JNK) e a do fator nuclear kappa B (NF-ĸB), fazendo com que as proteínas 
IRS-1/2 sejam fosforiladas em resíduos de serina/treonina em vez de tirosina, 
inibindo a transdução do sinal da insulina e levando à resistência periférica à insulina 
em tecidos como fígado, músculo e tecido adiposo, contribuindo assim com o 
aumento da glicemia (Figura 1.5) (80,86–88).  
 
Figura 1.5 – Mecanismos envolvidos no estabelecimento da resistência à insulina 
(adaptado de Barbour et. al. Diabetes Care. 2007;30 Suppl 2:S112-9). 
 
A resistência à insulina leva a uma menor captação de glicose pelos 
tecidos insulino-dependentes, e a hiperglicemia resultante estimula a secreção 
compensatória de insulina incrementada pelo aumento da massa de células β 
pancreáticas por hipertrofia e hiperplasia (83,89). Com a progressão do estado 
hiperglicêmico, as células β entram em exaustão e diminuem em massa devido ao 
aumento da apoptose e menor proliferação, comprometendo a capacidade de 
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adaptação do organismo frente ao aporte de nutrientes, levando à dependência de 
administração de insulina exógena (83).  
Tem sido sugerida uma contribuição intestinal no desenvolvimento do 
DMT2, com envolvimento de hormônios de origem gastrointestinal, denominados 
incretinas, sendo observada melhora ou até mesmo remissão do quadro de DMT2 
em pacientes submetidos a cirurgia bariátrica com exclusão de porções do intestino 
da via de passagem dos alimentos (86,90,91). As incretinas são hormônios que 
fazem parte do eixo entero-insular (no qual fatores estimulam a liberação de 
hormônios pelas ilhotas de Langerhans) e estimulam a secreção de insulina pelas 
células β pancreáticas (90). As principais incretinas são o GIP (glucose-dependent 
insulinotropic polypeptide) e o GLP-1 (glucagon-like peptide 1), liberados 
respectivamente pelas células K presentes principalmente na mucosa do duodeno e 
jejuno proximal e pelas células L presentes em maior abundância no jejuno distal e 
no íleo em resposta a ingestão de gorduras e carboidratos (91).  
Em estudo de revisão que comparou o efeito das incretinas após 
pacientes diabéticos tipo 2 serem submetidos a diferentes modalidades de cirurgia 
bariátrica, foi verificado uma maior liberação de GLP-1 em indivíduos que passaram 
por exclusão cirúrgica de parte do estômago ou porções iniciais do intestino delgado, 
podendo ser devido a exposição de células L a uma maior quantidade de nutrientes 
(92). Também foi observada diminuição na secreção de grelina (hormônio 
orexigênico secretado pelas células neuroendócrinas do estômago) e aumento na 
secreção de GLP-1 após retirada cirúrgica da curvatura maior do estômago onde há 
produção de grelina (93). Todavia, não foi excluída a hipótese de que outros 
hormônios poderiam estar envolvidos no processo de remissão do DMT2 após a 
cirurgia bariátrica (92,94).  
A longo prazo, o by-pass gástrico, no qual o duodeno e a porção inicial do 
jejuno são excluídos da via de passagem dos alimentos, resultou em melhor controle 
e remissão do DMT2 com base nos valores de hemoglobina glicada (92). Um dos 
estudos clínicos revelou que poucos dias após submeter pacientes com obesidade 
mórbida à gastrojejunostomia bypass Roux-en-Y (GRY), observou-se um quadro de 
normoglicemia, níveis normais de insulina e uma melhora geral no quadro de 
diabetes, mesmo antes de que ocorresse uma significativa perda de peso, e que 
essa  melhora foi mantida mesmo após catorze anos da cirurgia (94,95). Segundo 
Pories et al. (1995), a retirada dos segmentos iniciais do intestino delgado resultou 
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em um menor aporte calórico, sendo este o principal fator que levou ao controle do 
diabetes nesses pacientes (94). Alternativamente, embora ainda sem evidência 
experimental, a melhora no quadro clínico poderia ser resultado da retirada dos 
segmentos intestinais do intestino proximal onde a barreira intestinal sofreu maiores 
danos e alterações na composição da microbiota seguidas da cirurgia (1,53,94,96). 
Em trabalho recente do nosso grupo de pesquisa (Tese de Doutorado, 
Ricardo B. Oliveira, PPG-BCE/IB/UNICAMP 2018), investigamos a estrutura e 
função da barreira intestinal mediada pela junção de oclusão nos segmentos distais 
do intestino (a saber, o íleo e cólon), que concentram grande parte da microbiota 
(97) durante a evolução da DMT2 experimental. Como modelo in vivo, foram 
utilizados camundongos da linhagem C57BL/6JUnib, alimentados com dieta 
hiperlipídica utilizando banha como fonte principal de lipídios (21 g% em peso, 40% 
kcal/g de dieta), por 15, 30 e 60 dias. A dieta hiperlipídica (DH) induziu alterações 
metabólicas nos animais, que evoluíram para um estado pré-diabético somente após 
exposição à DH por 60 dias. A função de barreira intestinal nesses animais, 
entretanto, manteve-se normal, quando avaliada pelo ensaio de permeabilidade 
intestinal, utilizando como marcador o FITC-Dextran (PM=4000 Da, 14 Å).  
Quando analisada a estrutura da JO no epitélio intestinal do íleo e cólon, 
por imunofluorescência e Western Blot, observou-se uma redistribuição celular sutil, 
embora significativa, das proteínas da JO e diminuição significativa no seu conteúdo 
juncional, que não foi acompanhada por alteração significativa na sua expressão 
celular no epitélio desses segmentos intestinais. No estudo in vitro, empregando 
linhagens celulares de origem epitelial, a Caco-2 e MDCK, demonstrou-se que 
surpreendentemente a exposição ao conteúdo luminal obtido do intestino delgado de 
animais pré-diabéticos tipo 2 alimentados com dieta hiperlipídica por 60 dias teve um 
efeito deletério mais significativo sobre a barreira epitelial nessas linhagens do que o 
conteúdo luminal do intestino grosso, sugerindo que componentes do lúmen 
intestinal alterado pela exposição à dieta hiperlipídica têm o potencial de 
comprometer a estrutura e função da JO  (98).  
6. Objetivos dessa Dissertação 
Tendo em vista as evidências clínicas e experimentais relatadas acima 
(94,98) que apontam para um papel do intestino delgado proximal na patogênese da 
DMT2, o objetivo deste trabalho foi investigar se a estrutura e função de barreira 
28 
 
epitelial mediada pela JO no duodeno e jejuno estariam comprometidas nos animais 
pré-diabéticos, com aumento de permeabilidade intestinal a moléculas menores que 
o FITC-Dextran (4000 Da, 14 Å) e qual seria a relação temporal entre quebra de 
barreira intestinal e o grau de endotoxemia. 
Embora os resultados obtidos pelo nosso grupo de pesquisa, 
mencionados anteriormente, tenham permitido um avanço no nosso conhecimento 
sobre o possível envolvimento da barreira epitelial intestinal mediada pela JO na 
evolução da DMT2, as seguintes questões referentes ao fenômeno estudado ainda 
ficaram em aberto:  
1) A estrutura e função de barreira epitelial mediada pela JO nos 
segmentos iniciais do intestino delgado (duodeno e jejuno) estariam comprometidas 
nos animais pré-diabéticos?  
2) A permeabilidade intestinal estaria aumentada para moléculas menores 
que o marcador utilizado, FITC-Dextran (PM=4000 Da, 14 Å) (já que o mesmo não 
indicou quebra da barreira nos animais pré-diabéticos)?  
3) Qual seria a relação temporal entre quebra de barreira intestinal (do 
ponto de vista funcional e/ou estrutural) e a administração de dieta hiperlipídica? 
4) Qual seria a relação temporal entre a quebra de barreira mediada pela 
JO e o grau de endotoxemia (avaliado pelo nível sérico de LPS)?  
 
7. Estratégias experimentais dessa Dissertação 
Para responder a essas questões, o modelo animal utilizado no presente 
trabalho foi o de camundongos C57BL/6JUnib alimentados com dieta hiperlipídica 
(DH) durante 15, 30 e 60 dias. Esse modelo foi extensivamente empregado pelo 
nosso grupo de pesquisa ao longo dos anos, estando bem caracterizado que a 
administração de DH leva a alterações metabólicas características do estado pré-
diabético após 60 dias de tratamento (43,99–101). Foi realizada caracterização 
metabólica dos animais utilizados no presente estudo para confirmar a 
correspondência com dados obtidos anteriormente pelo grupo de pesquisa, através 
da avaliação dos seguintes parâmetros: peso corpóreo, glicemia em jejum e pós-
prandial e peso das gorduras pélvica e retroperitoneal.  
A integridade da barreira epitelial intestinal foi verificada através da 
administração do marcador paracelular Lucifer Yellow (PM=457 Da; 4,9 Å) a animais 
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alimentados com ração padrão de roedores comparada à permeabilidade em 
animais alimentados com DH ou tratados com dextran sulfato de sódio (DSS) 3% 
(controle positivo). A análise morfológica da mucosa intestinal no duodeno e jejuno 
foi realizada, avaliando-se os seguintes parâmetros morfométricos: comprimento e 
largura de vilos e glândulas, altura do epitélio e quantificação de células caliciformes.  
Como etapa principal deste estudo, avaliamos a estrutura da junção de 
oclusão no epitélio intestinal do duodeno e jejuno, através da análise por 
imunofluorescência da distribuição juncional de algumas proteínas constituintes da 
JO, a saber, claudinas-1,-2,-3 e ZO-1. Também foi verificado o conteúdo celular total 
dessas proteínas através da técnica de immunoblotting em homogeneizados de 
epitélio intestinal. Por último, foi quantificado o conteúdo de endotoxinas (LPS) no 
plasma e em homogeneizados intestinais de duodeno, jejuno, íleo e cólon nos 
camundongos controle e alimentados com DH. 
8. Estrutura da Dissertação 
Os resultados e a discussão da presente Dissertação estão apresentados 
no capítulo 2 em formato de um artigo científico redigido na língua portuguesa. Por 




















EFEITO DA DIETA HIPERLIPÍDICA SOBRE A FUNÇÃO DE BARREIRA E 




É sabido que o consumo prolongado de uma dieta com alto teor de 
carboidratos e lipídios, associado ao sedentarismo e obesidade, pode levar ao 
desenvolvimento do diabetes por mecanismos ainda não totalmente elucidados (74). 
Tem sido proposto que a administração de dieta hiperlipídica induz mudanças na 
microbiota e comprometimento da barreira intestinal, com aumento da quantidade de 
bactérias Gram negativas e da absorção do principal componente da parede externa 
dessas bactérias, o lipopolissacarídeo (LPS) (52,53,55).  
O aumento da concentração sanguínea de LPS, conhecido como 
endotoxemia, resulta em um estado inflamatório sistêmico de baixo grau associado 
com aumento da liberação de citocinas pró-inflamatórias, como o TNF-α e a IL-6 
(57). O TNF-α está envolvido na fosforilação do substrato do receptor de insulina em 
resíduos de serina/treonina, ao invés de tirosina, fazendo com que a transdução do 
sinal do receptor de insulina seja inibida, levando à resistência periférica à insulina e, 
consequentemente, à hiperglicemia, sinais estes presentes na patogênese do 
diabetes melito tipo 2 (DMT2) (71).  
O comprometimento da barreira intestinal está associado a doenças 
inflamatórias intestinais como a colite ulcerativa e a doença de Crohn, favorecendo a 
entrada de antígenos luminais, como o LPS (1,2). A barreira epitelial intestinal é 
formada por diversos elementos, como o muco, o sistema imune associado à 
mucosa, substâncias antimicrobianas secretadas no lúmen e uma única camada de 
células epiteliais. Dentre essas células, os enterócitos (ou células absortivas) são as 
mais abundantes, estando unidas firmemente por meio de especializações da 
membrana lateral denominadas junções intercelulares, constituintes da barreira 
paracelular (5).  
A junção de oclusão (JO) é a estrutura que determina diretamente a 
função de barreira paracelular, selando os folhetos externos de membranas 
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plasmáticas de células vizinhas (1). Os principais componentes da JO que controlam 
o fluxo paracelular são proteínas transmembrana da família das claudinas, a ocludina 
e as JAMs (junctional adhesion molecules), que se associam lateralmente formando 
cordões de vedação que limitam a passagem de íons e moléculas <3,6 Å (13) por 
entre as células (via paracelular) (9).  
As claudinas (~22 kDa) podem se apresentar em mais de 26 isoformas, 
desempenhando funções como selagem da barreira (Clds-1 e -3) ou formando 
canais seletivos para íons (Cld-2, 10a,b, 15,17) ou água (Cld-2) (20,29,30). Ainda 
não há evidências claras sobre o papel da ocludina na JO, mas há indícios de que 
ela auxilia na função de barreira e na estabilidade da JO (18). No lado 
citoplasmático, as proteínas integrais da JO associam-se ao citoesqueleto através de 
um complexo proteico que forma a placa citoplasmática, da qual as proteínas da 
família ZO (ZO-1, ZO-2 e ZO-3) são as mais estudadas (32).  
Estudos clínicos e experimentais têm sugerido um envolvimento intestinal 
na patogênese do DMT2, doença que atinge atualmente cerca de 90% dos 422 
milhões de adultos portadores de diabetes (73,91,94,102,103). Foi observado que 
após submeter pacientes obesos mórbidos à gastrojejunostomia Roux-en-Y (GRY), 
na qual são retiradas porções do duodeno e jejuno proximal, houve remissão no 
quadro de DMT2, com níveis normais de glicemia e insulina e uma melhora geral no 
quadro de diabetes mesmo antes da perda significativa do peso corpóreo (94).  
Além do menor aporte calórico resultante da retirada de grande parte do 
estômago e de segmentos do intestino delgado, tem sido proposto que alterações na 
secreção de importantes hormônios de origem gastrointestinal desempenhariam um 
papel crucial no controle glicêmico observado após a GRY (92,104,105). De acordo 
com essa hipótese, uma diminuição na secreção de grelina, devido a retirada de 
segmentos do estômago e intestino proximal na GRY, em conjunto com um aumento 
na secreção de incretinas (particularmente do peptídio similar ao glucagon-1, ou 
GLP-1) pelo intestino distal constituiriam eventos importantes nesse fenômeno 
(91,92,94).  
Embora ainda falte evidência experimental, a remissão ou melhora no 
quadro clínico de DMT2 poderia também ser resultado da exclusão da rota de 
passagem de LPS dos segmentos do intestino proximal cuja barreira estaria mais 




Em trabalho recente, Oliveira (2018) demonstrou que, em camundongos 
pré-diabéticos alimentados com dieta hiperlipídica (DH), a função de barreira 
intestinal manteve-se normal quando avaliada pelo ensaio de permeabilidade a o 
FITC-Dextran (4000 Da, 14 Å) (106). A nível celular, observou-se uma redistribuição 
das proteínas da JO no epitélio do íleo e cólon, evidenciada por uma diminuição 
significativa (embora sutil) no seu conteúdo juncional, sem alteração significativa na 
sua expressão proteica total como revelado por Western Blot em homogeneizados 
do epitélio desses segmentos intestinais. No estudo in vitro, células da linhagem 
intestinal Caco-2 expostas ao conteúdo luminal de animais pré-diabéticos sofreram 
efeitos deletérios mais severos sobre a função barreira epitelial mediada pela JO em 
relação aos animais controle (98). Surpreendentemente, a exposição ao conteúdo 
luminal do intestino delgado teve um efeito mais significativo sobre a barreira 
epitelial nessa linhagem celular em relação ao conteúdo luminal do intestino grosso, 
que abriga maior quantidade da microbiota (98). 
Tendo como base os resultados dos estudos clínicos e experimentais in 
vitro relatados acima que indicam uma possível contribuição da porção proximal do 
intestino delgado na patogênese do DMT2 (92,94,98), o objetivo deste trabalho foi 
investigar se há comprometimento da estrutura e função de barreira epitelial 
mediada pela JO no duodeno e jejuno de animais pré-diabéticos tipo 2, com 
aumento de permeabilidade intestinal a moléculas menores que o FITC-Dextran, e 
















MATERIAIS E MÉTODOS 
 
Delineamento experimental 





Camundongos machos da linhagem C57BL6/JUnib, com 4-5 semanas de 
idade, foram obtidos de colônias em crescimento mantidas no Centro Multidisciplinar 
para Investigação Biológica na Área da Ciência em Animais de Laboratório (CEMIB). 
Os animais permaneceram em microisoladores, em racks ventiladas à temperatura 
ambiente de 25 ± 1 °C, em ciclo claro/escuro de 12 horas, e foram alimentados com 
ração padrão para roedores e água ad libitum até o início da experimentação. Os 
experimentos envolvendo animais foram previamente aprovados pelo Comitê de 
Ética para o Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual de Campinas 
(UNICAMP, Brasil), sob os protocolos de n° 3040-1 e 4837-1. 
Dieta e grupos experimentais 
Quando completadas 16 semanas de idade, os camundongos (n=110) 
foram pesados e divididos aleatoriamente em dois grupos: controle (C) e tratado 
(DH), que foram alimentados, respectivamente, com ração padrão para roedores 
Modelo in vivo 
Animal: Camundongo C57BL/6JUnib 
Condições: dieta hiperlipídica por 15, 30 e 60 dias 
DIABETES MELITO TIPO 2 
Barreira epitelial intestinal 
Avaliação da barreira epitelial intestinal 
Avaliação metabólica dos animais 
Morfometria da mucosa intestinal  
Distribuição e expressão tecidual/celular de proteínas 
constitutivas da JO por imunofluorescência e Western Blot 
Permeabilidade da via paracelular 
Quantificação de LPS luminal e plasmático 
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(Nuvital CR-1, Colombo-BR) e dieta hiperlipídica (DH, 20g% de lipídios, 
principalmente banha) (vide Tabela I) durante 15, 30 e 60 dias.  
Tabela I. Composição da ração administrada 
Componentes Ração Padrão (g%) Ração Hiperlipídica (g%) 
Proteínas 23,0 20,0 
Carboidratos 53,0 50,0 
Lipídios 4,5 20,0 
Outros* 20,5 8,0 
Kcal/g 2,9 4,7 
*Fibras, vitaminas e sais minerais 
Avaliação ponderal e metabólica  
Os animais foram avaliados quanto aos seguintes parâmetros: ganho de 
peso corporal, peso das gorduras pélvica e retroperitoneal, glicemia em jejum de 6h 
ou 12h e glicemia pós-prandial. A aferição de glicemia foi realizada em amostras de 
sangue da cauda utilizando-se um glicosímetro (Accu-Check®, Roche, Basel-SW). 
Durante o período de jejum, os animais permaneceram em gaiolas limpas. A retirada 
das gorduras foi feita após laparotomia e a pesagem das mesmas foi feita utilizando-
se uma balança analítica (SA 210, Scientech, Curitiba-Brasil). A pesagem dos 
animais e aferição de glicemia foram realizadas no período das 8h às 11h da manhã. 
Análise histológica da mucosa intestinal 
Fragmentos de duodeno e jejuno foram fixados durante 24h à TA em 
paraformaldeído a 4% (PFA), lavados 3x em água destilada e mantidos em álcool 
70%. Para proceder a inclusão, os fragmentos foram desidratados em 
concentrações ascendentes de álcool (80%, 95%, 100% I, 100% II e 100% III), 
ficando por 30 minutos em cada solução, posteriormente diafanizados uma vez em 
álcool-xilol e duas vezes em xilol por 15 minutos. Os segmentos foram embebidos 
em parafina e os blocos obtidos passaram por microtomia, gerando seis cortes semi-
seriados com espaçamento de 50 µm, de intestino em plano transversal, com a 
espessura de 5µm. Os cortes histológicos foram processados para coloração com 
hematoxilina e eosina (HE) ou Alcian Blue pH 2,5 (AB) e posteriormente 
fotografados por uma câmera digital (Olympus U-TV 0.5 C-3, Olympus Corporation, 
Waltham-US) acoplada ao microscópio óptico Olympus BX 51 (Olympus 
Corporation, Waltham-US), utilizando os aumentos de 200x e 400x. Das lâminas 
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coradas em HE foram obtidas duas imagens por corte em cada aumento, e das 
lâminas coradas em AB foram obtidas duas imagens por corte no aumento de 200x. 
Foram analisados os seguintes parâmetros: o comprimento e largura de vilos e 
glândulas (criptas) intestinais, a altura do epitélio intestinal, a área estimada de 
absorção da mucosa intestinal e a frequência de células caliciformes (107–110). 
Para as análises morfométricas, utilizou-se o software ImageJ (NIH). A ferramenta 
Straight-line foi utilizada para medir o comprimento dos vilos e glândulas, que foi 
considerado do ápice do vilo até a linha do ápice da glândula, e da abertura apical 
da glândula até sua base. Também foi realizada a medida da largura dos vilos e 
glândulas na região média dessas estruturas. A mesma ferramenta Straight-line foi 
empregada para medir a altura do epitélio, tomada da borda em escova até a região 
basal da célula. A área estimada de absorção foi obtida multiplicando-se os valores 
da área do vilo (altura x largura da vilosidade) somada à área da glândula intestinal 
(altura x largura da glândula) no duodeno e jejuno separadamente. As ferramentas 
Grid e Multi-point foram utilizadas para avaliar a frequência de células caliciformes 
distribuídas no epitélio intestinal. Primeiramente, estabeleceu-se o Grid em formato 
de cruz com uma área de 500 µm2 por ponto, e com a ferramenta Multi-point foram 
selecionadas apenas as células caliciformes e regiões do epitélio marcadas por 
cruzes. Os valores foram expressos como a proporção de células caliciformes 
distribuídas no epitélio intestinal. Os demais parâmetros avaliados foram expressos 
como unidade de comprimento (m). 
Permeabilidade Intestinal ao marcador Lucifer Yellow 
Um total de 36 camundongos foi destinado ao ensaio de permeabilidade 
intestinal, que utilizou Lucifer Yellow (LY CH lithium salt, Invitrogen, cat.# L453; PM 
457,25 Da; 4,9 Å) como marcador paracelular, adaptado do protocolo de 
permeabilidade intestinal ao FITC-Dextran (55). Após serem mantidos em jejum 
durante 6h, os animais foram colocados sob aprofundamento anestésico com 
injeção intraperitoneal contendo 80 mg/Kg de cetamina e 10 mg/Kg de xilazina, e, 
então, foi administrada a gavagem com solução de LY na concentração de 100M, 
diluída em salina estéril, e no volume de 7mL/Kg peso do animal. Decorrida 1h da 
administração do marcador, realizou-se a eutanásia e coleta de sangue das veias 
cervicais em microtubos contendo 20 µL de heparina, a retirada e pesagem das 
gorduras pélvica e retroperitoneal, seguida do congelamento de todos segmentos 
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intestinais (a saber, duodeno, jejuno, íleo e cólon proximal) em nitrogênio líquido, 
que permaneceram armazenados a -80°C até avaliação do conteúdo de LPS (veja a 
seguir). As amostras de sangue foram centrifugadas a 4°C na velocidade de 17,000 
x g durante 10 minutos, e o plasma obtido foi pipetado em microplaca diluído no 
mesmo volume de salina estéril. Os valores de fluorescência no plasma foram 
gerados por leitora de microplaca (Synergy H1, Biotek Inc., Winooski-US) ajustada 
para os comprimentos de onda de 428 nm (excitação) e 535 nm (emissão). Um 
modelo animal de colite induzida por DSS (111) foi utilizado como base para o 
controle positivo. Para isso, 8 animais foram divididos igualmente em grupo controle 
(C) e tratado com dextran sulfato de sódio (DSS; Sigma Aldrich, cat.# 42867), que 
receberam ração padrão para roedores (Tabela I). Durante 6 dias, o grupo C 
recebeu água filtrada, enquanto o grupo DSS recebeu água filtrada contendo 3% de 
DSS. Diariamente, os animais eram monitorados para verificar o sucesso no 
tratamento com DSS (consistência das fezes, presença de sangramento anal), 
ocorrendo troca da água a cada 2 dias. 
Os valores de permeabilidade intestinal ao marcador foram expressos 
como absorbância do marcador no plasma, subtraindo o valor do branco, que 
consistiu na absorbância do plasma de um animal do mesmo grupo experimental 
que não recebeu o LY por gavagem. 
Imunomarcação para as proteínas juncionais no epitélio intestinal 
Para analisar a distribuição celular de proteínas associadas à JO no 
epitélio intestinal, fragmentos de duodeno e jejuno foram embebidos em meio OCT 
Compound (Sakura Finetek, cat.# 4583) e rapidamente mergulhados em n-hexano, 
previamente resfriado a -65°C em nitrogênio líquido. Os blocos obtidos foram 
cortados em um criostato Leyca a -25°C, gerando secções de 5µm. Após secarem à 
TA por 40 minutos, os cortes foram fixados em acetona a -20°C por 3 minutos, e 
permaneceram conservados a -80°C. Antes de proceder a imunomarcação, os 
cortes foram descongelados à TA por 40 min, depois foram reidratados em PBS 
(phosphate buffered saline, 0,01 mM  pH 7,4), permeabilizados com 0,1% Triton x-
100 (apenas para Cld-2) e cobertos durante 1 hora à TA com uma solução de 
bloqueio contendo 5% de albumina sérica bovina (BSA, Amresco, cat.# LLC 0332) e 
0,1% Tween 20 diluídos em PBS. Em seguida, os cortes foram incubados com 
anticorpo primário diluído em solução BSA 3% durante 2h à TA (Tabela II). Após 
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algumas lavagens com PBS, os cortes foram incubados por 45 min à TA com 
anticorpo secundário conjugado com FITC (Tabela II) diluído em solução de BSA 1% 
e ToPro (1:1000; Life Technologies, cat.# T3605) e  depois foram lavados com PBS 
e montados em Pro-long™ Gold Antifade (Invitrogen, cat.# P36930). As lâminas 
foram fotografadas com auxílio de uma câmera (Axiovert c 200, Carl 
Zeiss, Oberkochen-DE) acoplada a um microscópio confocal (LSM 510, Carl 
Zeiss, Oberkochen-DE), utilizando objetiva de imersão de 40x. De cada animal, 
foram obtidas cinco imagens de campos aleatórios no corte, durante a mesma 
sessão no microscópio e utilizando os mesmos parâmetros de aquisição. As 
imagens foram analisadas com auxílio do software ImageJ (NIH), utilizando a 
ferramenta Multi-point para selecionar aleatoriamente 60 pontos na região 
intercelular do epitélio intestinal, obtendo-se um total de 900-3000 pontos analisados 
por grupo experimental. Os valores gerados representam o grau de fluorescência 
juncional, que é a medida da quantidade de determinada proteína na JO, expressa 
em unidades arbitrárias. 
Tabela II. Anticorpos empregados na imunofluorescência e suas 
respectivas diluições 
Proteína Fabricante (cat.#)  Diluição 
Anticorpo primário    
Rabbit anti-Claudin-1 Abcam (ab15098)  1:75 
Rabbit anti-Claudin-2 Abcam (ab53032)  1:50 
Rabbit anti-Claudin-3 Invitrogen (34-1700)  1:75 
Rabbit anti-ZO-1 Thermo Fisher (61-7300)  1:75 
Anticorpo secundário    
Goat anti-Rabbit IgG FITC Sigma (F0382)  1:100 
 
Western Blot para as proteínas juncionais do epitélio intestinal 
No intuito de avaliar o conteúdo epitelial total das proteínas juncionais por 
Western Blot, a mucosa do duodeno e jejuno foi inicialmente lavada com PBS, 
raspada com um bisturi e sonicada em coquetel antiprotease (10 mM imidazol pH 
7,4; 4 mM EDTA; 1 mM EGTA; 200 μM DTT; 0,5 μg/mL pepstatina; 200 KIU/mL 
aprotinina; 200 μM fenilmetilsufonilfluoreto; 2,5 μg/mL leupeptina e 30 μg/mL inibidor 
de tripsina). Apenas não foi possível obter material de qualidade para realizar este 
procedimento no duodeno dos animais experimentados por 30d, ainda que coletado 
de diferentes formas, pois o alto grau de degradação do material inviabilizou os 
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testes. A dosagem da quantidade total de proteína nos homogeneizados obtidos foi 
realizada utilizando-se o método de Bradford (Protein Assay Dye Reagent 
Concentrate, cat.# 500-0006, Bio-Rad, Hercules-US). As amostras contendo 40 µg 
de proteína total (o dobro no caso do duodeno) foram incubadas durante 1h a 37 °C 
com tampão Laemli concentrado 5x em 30% do volume de amostra, antes de serem 
dispensadas em gel de eletroforese (SDS-PAGE) contendo 6,5% de acrilamida (para 
detecção de ZO-1 e Ocludina) ou 12% de acrilamida (para detecção de Claudinas e 
Ocludina). Após separação por eletroforese, as bandas foram transferidas para uma 
membrana de nitrocelulose (Bio-Rad), posteriormente corada com Ponceau S 
(Sigma, cat.# P7170) para assegurar a eficiência da transferência. As membranas 
foram bloqueadas por 2h à TA com 8% de leite desnatado (g/v) diluído em solução 
basal (composição: 0,01 M Trisma Base, 0,15 M NaCl, 0,05% Tween 20, pH 7,4), e 
incubadas overnight a 4°C com anticorpos primários diluído em 3% de leite em pó 
desnatado (vide Tabela III). Após lavagens com a solução basal, as membranas 
foram incubadas por 2h à TA com anticorpo secundário conjugado com peroxidase 
(vide Tabela III) diluído em 3% de leite em pó desnatado. Os complexos proteína-
anticorpo presentes nas membranas foram detectados utilizando um kit de 
quimioluminescência (SuperSignal West Pico, Thermo Scientific, Waltham-US) 
reconhecido por fotodocumentador (Genome Gene, Syngene Bio Imaging, 
Cambridge-UK). As membranas foram reincubadas com o anticorpo anti-β-actina 
(vide Tabela III) seguida incubação com seu respectivo anticorpo secundário 
conjugado com peroxidase, que serviu como controle interno, e então foi realizada a 
densitometria óptica das bandas (ImageJ). Os dados foram expressos como a razão 
entre a densidade óptica das proteínas juncionais e a respectiva densidade óptica da 
β-actina (unidades arbitrárias). 
Tabela III. Anticorpos empregados no Western Blot e suas respectivas 
diluições 
Proteína Fabricante (cat.#) Diluição 
Anticorpo Primário   
Rabbit anti-Claudin-1 Abcam (ab15098) 1:300 
Rabbit anti-Claudin-2 Abcam (ab53032) 1:1200 
Rabbit anti-Claudin-3 Invitrogen (34-1700) 1:500 
Rabbit anti-Occludin  Abcam (ab31721) 1:400 
Rabbit anti-ZO1 Thermo Fisher (61-7300) 1:500 
Rabbit anti-β-Actina  Cell Signaling Technology (P60709) 1:700 
Anticorpo Secundário   
Goat anti-Rabbit IgG Sigma (A6154) 1:900 
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Conteúdo de LPS no plasma e homogeneizado de intestino 
A quantidade de LPS foi verificada em amostras de plasma e 
homogeneizados dos diferentes segmentos do intestino delgado (duodeno, jejuno e 
íleo) e do cólon, utilizando o kit Limulus Ameboyte Lysate (LAL) QCL-1000™ 
Endpoint Chromogenic (Lonza, Basel-SW). Para realização do ensaio, foram 
utilizados acessórios e água livre de endotoxinas fornecidos pela Lonza (Lonza, 
Basel-SW). Para tal, os segmentos intestinais, armazenados a -80 °C, foram 
descongelados a 4°C, seguido por excisão de 0,2 cm em região sem aparente 
presença de resíduo intestinal/fecal dos diferentes segmentos dos grupos controle e 
tratado, que foram sonicados em 200 µL de água reagente LAL. Uma alíquota do 
homogeneizado obtido foi destinada à dosagem de proteínas totais na diluição 1:10, 
utilizando o reagente de Bradford (Protein Assay Dye Reagent Concentrate, cat.# 
500-0006, Bio-Rad, Hercules-US). A concentração de LPS nos homogeneizados foi 
ajustada utilizando-se diferentes diluições (duodeno, jejuno e íleo 1:25; cólon 1:100), 
de acordo com a curva padrão de endotoxina (0,01-1,0 EU/mL). Padrões, amostras 
de plasma (sem diluição) e de homogeneizados intestinais diluídos foram pipetados 
em placa de 96 poços aquecida a 37°C, e permaneceram equilibrados nessa 
temperatura durante 5 minutos em incubadora de microplaca (Power Wave XS2, 
Biotek Inc., Winooski-US). Com a placa aquecida a 37 oC, foi adicionado o reagente 
LAL, seguido de incubação por 10 minutos, e posterior incubação por 6 minutos com 
o substrato cromogênico previamente aquecido a 37°C. Após adicionar a solução de 
parada contendo ácido acético a 25%, realizou-se a medida da absorbância 
utilizando uma leitora de microplaca (Power Wave XS2, Biotek Inc., Winooski-US) 
ajustada a 405 nm.  Os valores foram expressos como concentração de LPS no 
plasma (EU/mL) e a razão entre a concentração de LPS nos segmentos intestinais e 
a respectiva quantidade total de proteínas (EU/mg). 
Análise estatística 
A análise estatística foi realizada utilizando o software Graph Pad Prism (v 
5.01 para Windows, GraphPad Software, La Jolla-US). Todos os dados foram 
expressos como média ± erro-padrão da média (SEM). Para comparação entre dois 
grupos, foi utilizado teste t-Student. Para comparação entre mais de dois grupos, 
utilizou-se o teste ANOVA seguido do pós-teste de Bonferroni para análise da 




Administração de dieta hiperlipídica leva ao desenvolvimento do pré-diabetes 
Os animais foram caracterizados metabolicamente a fim de aferir se o 
estado pré-diabético (glicemia em jejum 100-125 mg/dL) (75) foi satisfatoriamente 
atingido ao final de 60 dias de exposição à dieta hiperlipídica.  
Os parâmetros metabólicos avaliados demonstram que, em relação aos 
animais expostos à ração padrão controle (C), a dieta hiperlipídica (DH) induziu 
aumento significativo do peso corpóreo, das gorduras retroperitoneal e pélvica, e da 
glicemia (Figura 2.1). O ganho de peso corpóreo em relação ao controle foi de 
20,9% (6,26 g) aos 15d, 22,9% (7,25 g) aos 30d e 47,4% (14,58 g) aos 60d (Figura 
2.1a). O peso da gordura retroperitoneal foi 369,7% (0,41 g) maior que o do controle 
aos 15d, e 193,5% (0,34 g) maior aos 30d, chegando a ser 638,2% (1,08 g) maior 
que o grupo controle aos 60d (Figura 2.1b). A gordura pélvica (gonadal) dos animais 
que receberam a DH alcançou valor médio de 203,9% (0,71 g), 130,1% (0,60 g) e 
370,7% (1,52 g) maior que o controle respectivamente aos 15d, 30d e 60d (Figura 
2.1c). O aumento da glicemia em jejum de 12h foi verificado em todos os tempos 
experimentais, apresentando valor médio de 117,21 mg/dL aos 60d (p<0,0001) 
(Figura 2.1d). Também foi observado um aumento significativo na glicemia de todos 
os animais do grupo DH após 6h de jejum (Figura 2.1e).  O estado de hiperglicemia 
pós-prandial foi observado a partir de 30d, onde a concentração sanguínea de 
glicose circulante foi de 165,8 mg/dL (p<0,01), representando valor 22,7%  maior 
que o do grupo C, e aos 60d, com valor de 176 mg/dL, 38,3% (p<0,0001) maior que 
o seu respectivo grupo controle (Figura 2.1f). Os dados ainda mostram correlação 
significativa (p<0,05) entre peso corporal e o aumento no peso das gorduras 
retroperitoneal e pélvica, e entre o peso corporal e hiperglicemia em jejum de 12h 
após 15d, 30d e 60d (Figura 2.2) nos grupos experimentais. Todas as alterações 
induzidas pela DH após 60d de tratamento são características do estado pré-
diabético, que incluem sobrepeso/obesidade e hiperglicemia em jejum e pós-prandial 
(100). 
Aumento da permeabilidade paracelular intestinal em animais pré-diabéticos 
Para verificar a integridade da barreira intestinal, foi administrado por 
gavagem o marcador paracelular Lucifer Yellow (LY) nos animais dos grupos C e 
DH, bem como no grupo de animais tratados com DSS 3% durante 6 dias para 
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induzir colite (controle positivo). Como mostra a Figura 2.3, observou-se um aumento 
de 126,3% (p<0,05) na permeabilidade da via paracelular ao LY após 60 dias de 
exposição à DH em relação aos animais do grupo C, enquanto que no controle 
positivo (DSS) o aumento na permeabilidade paracelular foi de 83,6% (p<0,05) 
(Figura 2.3). 
Alterações sutis na mucosa e ausência de sinais morfológicos indicativos de 
inflamação intestinal 
A avaliação histológica da mucosa intestinal do duodeno e jejuno não 
demonstrou alterações morfológicas significativas indicativas de comprometimento 
da barreira epitelial (como descontinuidade ou rompimento do epitélio) ou da 
presença de processo inflamatório severo local, como aumento da presença de 
infiltrados linfocitários (Figura 2.4). Em relação à área da superfície de absorção 
intestinal, foram analisados os seguintes parâmetros nos diferentes grupos 
experimentais: a altura do epitélio intestinal, o comprimento e largura dos vilos e das 
glândulas intestinais. Observou-se um aumento estatisticamente significante de 
12,2% (p<0,0001) no comprimento médio das vilosidades do duodeno aos 30d de 
DH, reduzindo para 11,6% (p<0,0001) aos 60d (Figura 2.5a). No jejuno, o 
comprimento médio das vilosidades foi 13,1% (p<0,01) maior aos 15d, e teve menor 
aumento aos 30d (9,2%, p<0,05), enquanto que não mostrou diferença significativa 
em relação ao controle aos 60d (Figura 2.6a). A largura das vilosidades aos 60d de 
DH diminuiu significativamente em 10,5% (p<0,05) no duodeno, mas não apresentou 
grande variação no jejuno em relação ao grupo controle (Figuras 2.5b, 2.6b). Os 
camundongos submetidos à DH mostraram uma diminuição significativa no 
comprimento das glândulas intestinais tanto no duodeno a partir dos 30d de 
tratamento (redução de 15,9% e 18,5% aos 30d e 60d, respectivamente; p<0,0001) 
como no jejuno a partir dos 15d de dieta (redução média de 16%, p<0,0001) (Figuras 
2.5c, 2.6c). Não foi observada diferença significativa na largura das glândulas de 
ambos os segmentos entre os grupos experimentais (Figura 2.5d, 2.6d). Entretanto, 
verificou-se, no grupo DH, um aumento significativo na altura média do epitélio 
intestinal do duodeno aos 15d (6,3%, p<0,01), 30d (5,1%, p<0.01) e 60d (7,3%, 
p<0.0001), sendo maior no jejuno (p<0,0001) aos 15d (10,8%), 30d (7,4%) e 60d 
(11,8%) (p<0,0001) em relação ao grupo controle (Figuras 2.5e, 2.6e). Não houve 
alteração significativa na área estimada de absorção representada pelos vilos e 
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glândulas no duodeno (p=0.31) e jejuno (p=0.44) (Figura 2.5f, 2.6f). Não houve 
alteração significativa na distribuição de células caliciformes ao longo do epitélio do 
duodeno (p=0,26), e no jejuno foi observada uma diminuição de 35.51% aos 15d 
(p<0,05), não diferindo do controle nos demais tempos experimentais (Figuras 2.5g, 
2.6g). 
Aumento da permeabilidade paracelular com redução do conteúdo juncional 
de claudinas-1,-2,-3 e ZO-1 
Como etapa principal desse estudo, fomos investigar a estrutura da 
junção de oclusão no epitélio intestinal do duodeno e jejuno frente à administração 
de DH por 15d, 30d e 60d, a qual foi avaliada através da quantificação do grau de 
fluorescência das proteínas claudinas-1,-2,-3 e ZO-1, e da observação da 
distribuição dessas proteínas na região de contato intercelular da célula epitelial em 
relação ao grupo de animais que recebeu ração padrão (C) (Figuras 2.7-10). Foi 
observada uma redução significativa no conteúdo juncional de Cld-1 no epitélio de 
ambos os segmentos durante todo o período avaliado, sendo que a maior redução 
foi observada no duodeno aos 30d de exposição à DH (diminuição de 36,9%, 
p<0,0001), e no jejuno aos 60d (diminuição de 17,2%, p<0,0001) (Figuras 2.7 e,j,o). 
A Cld-2 foi a proteína que mostrou a maior porcentagem de redução no conteúdo 
juncional (60,3%, p<0,0001) no epitélio dos camundongos pré-diabéticos, fenômeno 
ocorrido aos 60d após início do tratamento com DH no duodeno, enquanto a 
redução média foi mantida ao longo do tempo no jejuno, sendo de 13,4% aos 15d 
(p<0,0001), 12,8% (p<0,0001) aos 30d  e 18,1% (p<0,0001) aos 60d em relação ao 
grupo controle (Figura 2.8 e,j,o). O conteúdo juncional de Cld-3 sofreu redução 
significativa (p<0,0001) em todos os segmentos e tempos avaliados, sendo mais 
acentuada no duodeno após 60d de exposição à DH (27,7%), e no jejuno essa 
diminuição foi menor ao longo do tempo (Figura 2.9 e,j,o). Em relação ao conteúdo 
juncional de ZO-1, foi observada redução significativa a partir de 30d de dieta tanto 
no epitélio intestinal do duodeno (24,1%, p<0,0001) como no jejuno (8,9%, 
p<0,0001), que se manteve aos 60d em relação ao grupo controle (Figura 2.10 e,j,o). 
O conteúdo celular total dessas proteínas juncionais, avaliado por immunoblotting 
em homogeneizados de epitélio intestinal, não mostrou alteração significativa após 




Níveis normais de LPS no plasma de animais alimentados com DH 
Com o intuito de verificar se a exposição à DH ao longo de 60d induz um 
quadro de endotoxemia e de aumento intestinal de LPS, foi realizada a quantificação 
de LPS plasmático e em homogeneizados de duodeno, jejuno, íleo e cólon dos 
animais dos diferentes grupos experimentais. Como mostra a Figura 2.12, não 
verificamos alteração significativa nas concentrações de LPS plasmático (Figura 
2.12a) em todos os tempos experimentais. Adicionalmente, não houve alteração 
significativa na quantidade de LPS nos segmentos intestinais do duodeno, jejuno, 
íleo e cólon (Figura 2.12b) de camundongos pré-diabéticos em relação aos animais 
do grupo controle, embora uma tendência de diminuição tenha sido observada no 




























Figura 2.1 - Avaliação do peso corpóreo (a), das gorduras retroperitoneal (b) e 
pélvica (c), e da glicemia em jejum de 12h (d) ou 6h (e) e pós-prandial (f) em 
camundongos expostos à ração padrão (controle, C) ou à dieta hiperlipídica (DH) 
durante 15d, 30d, e 60d. O número dentro das barras representa o n amostral 
(número de animais) para cada grupo. Os valores representam a média ± SEM 
(standard error of the mean; erro padrão da média). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,0001 















Figura 2.2 – Correlação entre peso corpóreo e os parâmetros de adiposidade (a-f) e 
glicemia em jejum (12h) (g-i) em camundongos expostos à ração padrão (controle, 
C) ou à dieta hiperlipídica (DH) durante 15d (a,d,g), 30d (b,e,h), e 60d (c,f,i). Foi 
observada uma correlação significativa (p<0,05) entre as variáveis avaliadas com o 













Figura 2.3 - Permeabilidade intestinal ao marcador paracelular Lucifer Yellow (LY) 
administrado por gavagem a camundongos expostos à ração padrão (controle, C) ou 
à dieta hiperlipídica (DH) durante 15d (C n=5, DH n=5), 30d (C n=10, DH n=10), e 
60d (C n=8, DH n=6), e a camundongos tratados com dextran sulfato de sódio (DSS) 
3% durante 6 dias (C n=5, DSS n=4) (controle positivo). Os valores representam a 
média ± SEM. *p<0,05 em relação aos respectivos grupos C. Para comparação 
entre os grupos C e DH foi utilizado One-way ANOVA seguido do pós-teste de 







Figura 2.4 – Fotomicrografias de secções histológicas do duodeno (a-l) e jejuno (m-x) de 
camundongos expostos à ração padrão (controle, C) ou à dieta hiperlipídica (DH) durante 
15d, 30d e 60d. A análise morfológica do intestino foi realizada em cortes histológicos 
corados com HE. Barras: 400µm (imagens 100x) e 100µm (imagens 400x). 
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Morfometria do duodeno 
 
Figura 2.5 - Análise morfométrica da mucosa do duodeno de camundongos 
expostos à ração padrão (controle, C) ou à dieta hiperlipídica (DH) durante 15d 
(C=5, DH=5), 30d (C=5, DH=5) e 60d (C=7, DH=7). Os seguintes parâmetros foram 
avaliados: comprimento e largura dos vilos (10 por animal) (a,b) e das glândulas 
intestinais (10 por animal) (c,d), altura do epitélio intestinal (40 por animal) (e), área 
estimada de absorção (área do vilo + área da glândula) (20 por animal) (f), e 
distribuição de células caliciformes pelo epitélio (g).  Os valores nos gráficos 
representam a média ± SEM. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,0001 em relação aos 










Morfometria do jejuno 
 
Figura 2.6 - Análise morfométrica da mucosa do jejuno de camundongos expostos à 
ração padrão (controle, C) ou à dieta hiperlipídica (DH) durante 15d (C=5, DH=5), 
30d (C=5, DH=5) e 60d (C=5, DH=5). Os seguintes parâmetros foram avaliados: 
comprimento e largura dos vilos (n=10/animal) (a,b) e das glândulas intestinais 
(n=10/animal) (c,d), altura do epitélio intestinal (n=40/animal) (e), área estimada de 
absorção (área do vilo + área da glândula) (n=20/animal) (f), e distribuição de células 
caliciformes pelo epitélio (g).  Os valores nos gráficos representam a média ± SEM. 
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,0001 em relação aos respectivos grupos C (One-way 








Figura 2.7 - Distribuição e conteúdo juncional de claudina-1 no epitélio do duodeno 
e jejuno de camundongos expostos à ração padrão (controle, C) (a,c,f,h,k,m) ou à 
dieta hiperlipídica (DH) (b,d,g,i,l,n) durante 15d (a-d), 30d (f-i), e 60d (k-n). As 
imagens a-n mostram a marcação juncional de claudina-1 evidenciada por 
imunofluorescência (em verde FITC; ou marcação do núcleo por To-Pro – azul) em 
criocortes de duodeno e jejuno de animais tratados por diferentes períodos de 
tempo. Barra, 50 µm. A análise do grau de fluorescência (gráficos e, j, o) mostra uma 
redução significativa dessa proteína na região intercelular do epitélio intestinal do 
duodeno e jejuno em todos os tempos avaliados. Os valores nos gráficos 
representam a média ± SEM de 3-7 animais/grupo, sendo que para cada animal 
foram coletadas 5 imagens e analisados 60 pontos por imagem. *p<0,05; 
***p<0,0001 em relação aos respectivos grupos C (One-way ANOVA seguido do 




Figura 2.8 - Distribuição e conteúdo juncional de claudina-2 no epitélio do duodeno 
e jejuno de camundongos expostos à ração padrão (controle, C) (a,c,f,h,k,m) ou à 
dieta hiperlipídica (DH) (b,d,g,i,l,n) durante 15d (a-d), 30d (f-i), e 60d (k-n). As 
imagens a-n mostram a marcação juncional de claudina-2 evidenciada por 
imunofluorescência (em verde FITC; ou marcação do núcleo por To-Pro – azul) em 
criocortes de duodeno e jejuno de animais tratados por diferentes períodos de 
tempo. Barra, 50 µm. A análise do grau de fluorescência (gráficos e, j, o) mostra uma 
redução significativa dessa proteína na região intercelular do epitélio intestinal do 
duodeno a partir de 30d, e no jejuno em todos os tempos avaliados. Os valores nos 
gráficos representam a média ± SEM de 4-6 animais/grupo, sendo que para cada 
animal foram coletadas 5 imagens e analisados 60 pontos por imagem. ***p<0,0001 






Figura 2.9 - Distribuição e conteúdo juncional de claudina-3 no epitélio do duodeno 
e jejuno de camundongos expostos à ração padrão (controle, C) (a,c,f,h,k,m) ou à 
dieta hiperlipídica (DH) (b,d,g,i,l,n) durante 15d (a-d), 30d (f-i), e 60d (k-n). As 
imagens a-n mostram a marcação juncional de claudina-3 evidenciada por 
imunofluorescência (em verde FITC; ou marcação do núcleo por To-Pro – azul) em 
criocortes de duodeno e jejuno de animais tratados por diferentes períodos de 
tempo. Barra, 50 µm. A análise do grau de fluorescência (gráficos e, j, o) mostra uma 
redução significativa dessa proteína na região intercelular do epitélio intestinal do 
duodeno e jejuno em todos os tempos avaliados. Os valores nos gráficos 
representam a média ± SEM de 5-7 animais/grupo, sendo que para cada animal 
foram coletadas 5 imagens e analisados 60 pontos por imagem. ***p<0,0001 em 







Figura 2.10 - Distribuição e conteúdo juncional de ZO-1 no epitélio do duodeno e 
jejuno de camundongos expostos à ração padrão (controle, C) (a,c,f,h,k,m) ou à 
dieta hiperlipídica (DH) (b,d,g,i,l,n) durante 15d (a-d), 30d (f-i), e 60d (k-n). As 
imagens a-n mostram a marcação juncional de ZO-1 evidenciada por 
imunofluorescência (em verde FITC; ou marcação do núcleo por To-Pro – azul) em 
criocortes de duodeno e jejuno de animais tratados por diferentes períodos de 
tempo. Barra, 50 µm. A análise do grau de fluorescência (gráficos e, j, o) mostra uma 
redução significativa dessa proteína na região intercelular do epitélio intestinal do 
duodeno e jejuno a partir de 30d. Os valores nos gráficos representam a média ± 
SEM de 4-6 animais/grupo, sendo que para cada animal foram coletadas 5 imagens 
e analisados 60 pontos por imagem. *p<0,05; ***p<0,0001 em relação aos 





Figura 2.11 - Análise por immunoblotting do conteúdo celular total das claudinas-1 (a-c), -2 
(d-f), -3 (g-i), ocludina (j-l) e ZO-1 (m-o) em homogeneizados da mucosa do duodeno e 
jejuno de camundongos expostos à ração padrão (controle, C, barra branca) ou à dieta 
hiperlipídica (DH, barra preta) durante 15d (a,d,g,j,m), 30d (b,e,h,k,n), e 60d (c,f,i,l,o). Como 
mostram os gráficos, não foi observada diferença estatística quanto ao conteúdo epitelial 
total dessas proteínas juncionais entre os grupos experimentais durante os tempos 
estudados. O número dentro das barras representa o n amostral (número de animais) para 
cada grupo. As bandas de duodeno em a, i, l, e o constituem bandas descontínuas da 
mesma membrana. Os valores representam a média ± SEM (One-way ANOVA seguido do 




Figura 2.12 – Quantificação de LPS no plasma (a) e em homogeneizados dos 
diferentes segmentos do intestino (b) (duodeno D, jejuno J, íleo I, cólon C) de 
camundongos expostos à ração padrão (controle, C) ou à dieta hiperlipídica (DH). 
Foi dosado o LPS no plasma de animais após 15d, 30d ou 60d de tratamento. A 
concentração do LPS nos segmentos intestinais foi normalizada pela concentração 
total de proteínas nos respectivos homogeneizados em animais dos grupos C e DH 
com 60d de tratamento. Nenhuma alteração significativa da concentração de LPS foi 
observada no grupo DH em relação ao seu controle, embora uma tendência de 
diminuição do nível de LPS no cólon foi observado nos animais alimentados com DH 
em relação ao seu controle. O número dentro das barras representa o n amostral 
(número de animais) para cada grupo. Os valores representam a média ± SEM. 





















O papel da barreira epitelial intestinal mediada pelas junções de oclusão vem 
sendo investigado no quadro DMT2 já estabelecido (53,55,80,112,113), porém, não 
há trabalhos na literatura que tenham tido como foco o estudo do papel da JO 
durante o desenvolvimento do pré-diabetes melito tipo 2. Em trabalho prévio do 
nosso grupo, relatamos que em camundongos pré-diabéticos tratados com dieta 
hiperlipídica (DH), houve uma diminuição sutil no conteúdo juncional das proteínas 
constituintes da JO nos segmentos intestinais íleo e cólon, sem que fosse observada 
alteração na expressão proteica, e que a função de barreira paracelular apresentou-
se normal ao ser avaliada através do ensaio de permeabilidade ao FITC-Dextran 
(106).  
Como extensão desse trabalho anterior, o presente estudo avaliou o papel da 
barreira paracelular epitelial intestinal mediada pelas junções de oclusão no intestino 
proximal, especificamente no duodeno e jejuno, durante a evolução do pré-diabetes 
melito tipo 2, utilizando camundongos tratados com dieta hiperlipídica (DH) por 
diferentes períodos de tempo. Os segmentos iniciais do intestino foram escolhidos 
para serem avaliados neste trabalho com base em duas premissas: 1) a retirada 
cirúrgica do duodeno e parte inicial do jejuno na cirurgia bariátrica do tipo GRY está 
associada a melhora substancial do quadro de DMT2 em  pacientes obesos (92,94), 
e 2)  a exposição in vitro de  linhagens celulares epiteliais ao conteúdo luminal do 
intestino delgado de animais pré-diabéticos mostrou efeitos mais severos sobre a 
barreira paracelular mediada pela JO do que o conteúdo luminal do intestino grosso 
(98). 
A avaliação metabólica dos nossos animais, indicando aumento do peso 
corpóreo e hiperglicemia moderada, corrobora dados de trabalhos anteriores do 
nosso grupo de pesquisa que utilizaram o mesmo modelo animal empregado no 
presente estudo (89,98–101). Demonstramos previamente que a administração de 
DH induz alterações metabólicas progressivas até o estabelecimento de um quadro 
típico de pré-diabetes após 60d de tratamento, caracterizado por significativo ganho 
de peso corpóreo, hiperglicemia em jejum e pós-prandial moderadas, bem como 
dislipidemia, resistência periférica à insulina e hiperinsulinemia, associados a um 
aumento compensatório na massa das células β (hiperplasia/hipertrofia) 
(43,89,99,100). Exposição mais prolongada à mesma DH (8 meses) resultou em 
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camundongos obesos e diabéticos apresentando  elevada  hiperglicemia e 
resistência periférica à insulina em conjunto com uma secreção de insulina deficitária 
em ilhotas isoladas (114). 
Nesse estudo, avaliamos a permeabilidade intestinal nas mesmas condições 
experimentais estabelecidas por Oliveira (2018), que não verificou alteração 
significativa na permeabilidade intestinal ao FITC-Dextran (4000 Da, 14 Å) 
(106,115), utilizando como marcador paracelular o Lucifer Yellow, de menor peso 
molecular (LY, 457 Da; 4,9 Å) (116). Observamos que após 60d de DH, o epitélio 
intestinal mostrou-se mais permeável ao LY, e que essa alteração foi maior até 
mesmo que a dos camundongos com colite induzida por DSS (controle positivo) 
(111). Essa diferença pode ser relativa a extensão dos segmentos intestinais 
afetados diferentemente pela DH e pelo DSS, e também pela diferença no tempo de 
exposição aos respectivos tratamentos.  
A colite ulcerativa induzida por DSS provoca danos significativos apenas na 
mucosa do intestino grosso, iniciando geralmente no reto e abrangendo a mucosa 
de parte ou de todo o cólon, e no caso da pancolite (forma mais severa), a 
inflamação pode se difundir até o segmento mais distal do íleo (117). Já a DH 
parece afetar mais extensivamente o intestino, como verificado neste experimento e 
em trabalhos anteriores (43,106), visto que 60 dias de administração dessa dieta 
provocou diminuição significativa no conteúdo juncional de Cld-1 no epitélio de 
revestimento dos segmentos do jejuno, íleo e cólon (43). Além disso, a DH foi 
administrada durante um período maior de tempo (até 60 dias) em relação ao DSS 
(6 dias). Em conjunto, esses fatores contribuíram para o aumento significativo da 
permeabilidade intestinal ao LY verificado nos animais tratados com DH em relação 
aqueles expostos ao DSS. Por outro lado, os animais com colite induzida por DSS 
mostraram um aumento na permeabilidade também ao marcador de maior peso 
molecular, o FITC-Dextran, o que não foi verificado nos camundongos pré-diabéticos 
(106). Isso provavelmente está relacionado à lesão da mucosa e formação de 
interrupções no epitélio intestinal nos animais com colite ulcerativa (118), que 
possibilita a passagem de macromoléculas de alto peso molecular.  
A avaliação histológica da mucosa do duodeno e jejuno de camundongos pré-
diabéticos não demonstrou alterações morfológicas indicativas de rompimento na 
barreira celular intestinal e de inflamação local com a presença de infiltrados 
inflamatórios. Resultado similar foi também obtido com a análise histológica dos 
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segmentos do intestino distal (íleo e cólon) em trabalho anterior do nosso grupo 
(106). Com relação às análises morfométricas, o aumento observado na altura do 
epitélio de ambos os segmentos, principalmente do jejuno, em todos os tempos de 
administração da DH, pode estar relacionado a uma resposta adaptativa dos 
enterócitos à maior disponibilidade de nutrientes (7,119,120).   
As enzimas presentes na borda em escova dos enterócitos são hidrolases 
que participam da digestão final dos nutrientes da dieta antes de serem absorvidos, 
sendo elas lipases, oligossacaridases e oligopeptidases (119). Tem sido proposto 
que a atividade de várias dessas enzimas esteja relacionada à proporção de 
macronutrientes ingeridos na dieta, induzindo a transcrição de genes codificantes do 
mRNA dessas proteínas (119). Estudo, utilizando modelo de rato diabético tipo 2 
com deficiência na secreção de insulina em resposta a ingestão de glicose, relatou a 
ocorrência de hiperplasia intestinal, e foi sugerido que essa hiperplasia levou ao 
aumento da atividade de sucrase e isomaltase, dissacaridases presentes na 
membrana apical dos enterócitos (120).  
Estudo clínico documentou que, em indivíduos severamente obesos com altos 
níveis de hemoglobina glicosilada (HbA1c), houve aumento na massa funcional e 
turnover de enterócitos (7). Ambos os trabalhos anteriormente citados ressaltam que 
uma maior atividade de digestão de carboidratos e a hiperplasia epitelial intestinal 
poderiam estar entre os motivos para o desenvolvimento do quadro de hiperglicemia 
pós-prandial observada no DMT2 (7,120). A síntese das hidrolases varia de acordo 
com a localização anatômica do enterócito no intestino delgado e ao longo da 
vilosidade (121,122), o que pode ter sido a causa das diferenças observadas na 
largura das vilosidades. O aumento no comprimento das vilosidades também foi 
verificado em ratos diabéticos tipo 2, e foi correlacionado a altos índices de HbA1c e 
aumento da proliferação celular (7,123).  
Foi observada redução no comprimento das glândulas em ratos diabéticos 
(124), e nossos resultados indicam que essa atrofia teve início durante o 
desenvolvimento do pré-diabetes, primeiramente no jejuno, onde se normalizou, e 
depois se estabeleceu no duodeno, onde perdurou aos 60d de DH. Atrofia intestinal 
é observada em condições como restrição alimentar (125), mas no nosso estudo o 
comprimento da glândula intestinal pode ter diminuído devido a uma menor aumento 
nas dimensões dos enterócitos nesse local por conta da expressão diferencial de 
hidrolases (121,122), fazendo com que os enterócitos sejam maiores, mais 
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diferenciados e mais ativos nos locais onde entram em contato com a maior 
quantidade de nutrientes (122).  
A ausência de alteração no conteúdo de células caliciformes no duodeno 
entre os diferentes tempos experimentais e uma pequena diminuição no número 
dessas células aos 15d de DH no jejuno indica que não  houve inflamação local 
significativa, como ocorre em resposta a diversos fatores bioativos, como toxinas, 
bactérias e citocinas inflamatórias (3).  
Portanto, durante o desenvolvimento do pré-diabetes, o aumento na altura do 
epitélio pode representar uma alteração adaptativa frente ao maior aporte calórico, 
podendo estar envolvidos mecanismos como hipertrofia e variação do local onde os 
enterócitos são mais ativos. Porém, as variações no comprimento e largura das 
vilosidades e a atrofia das glândulas do intestino delgado proximal em conjunto não 
representam uma alteração significativa na área de absorção. A ausência de sinais 
morfológicos indicativos de inflamação, como presença de infiltrados inflamatórios e 
aumento do número de células caliciformes, indica que não ocorreu resposta 
inflamatória localmente. 
A análise das proteínas juncionais por imunofluorescência demonstrou 
diminuição geral do conteúdo juncional para as claudinas-1,-2,-3 e ZO-1 após 
tratamento com DH, sendo mais evidente no duodeno. As junções de oclusão são 
estruturas dinâmicas, de forma a permitir a migração das células em diferenciação 
do compartimento glandular em direção às vilosidades (9), e seus componentes 
podem ser regulados por diversos processos fisiopatológicos, como durante a 
absorção de nutrientes e nas doenças inflamatórias intestinais, envolvendo 
modificação, inserção e remoção das proteínas na JO (1,9,39,43,48,98,126,127). A 
modulação dessas estruturas pode ocorrer através da redistribuição dessas 
proteínas juncionais na JO com a sua inserção ou remoção através do transporte 
por vesículas citoplasmáticas (9,128–132). Diversos processos pós traducionais 
como fosforilação, palmitoilação, O-glicosilação, estão envolvidos nessa modulação 
(129,130,132–135).  
A diminuição no conteúdo das claudinas-1 e -3, envolvidas diretamente na 
selagem da JO (9,29), indica comprometimento da função de barreira paracelular e 
aumento a passagem de íons e pequenas moléculas (30,136). Tem sido reportado 
que a superexpressão de claudina-1 leva a um aumento de 4x na resistência 
transepitelial em células MDCK após exposição ao FITC-Dextran (4kDa e 40 kDa) 
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(29), enquanto que, em linhagem celular de adenocarcinoma gástrico humano 
(MKN28), tratada com siRNA (small interfering RNA) para claudina-3, há diminuição 
no conteúdo dessa proteína e na resistência transepitelial, indicando a importância 
dessas claudinas na selagem da barreira paracelular (137).  
De todas as proteínas avaliadas, a claudina-2 foi a que obteve o maior grau 
de diminuição em ambos os segmentos, mais marcadamente no duodeno, com a 
progressão da administração de DH. A claudina-2 forma canais permeáveis a íons 
(particularmente ao Na+) e água, e é largamente expressa no duodeno e jejuno, 
onde está envolvida direta e indiretamente nos transportes transcelular e paracelular 
desses elementos e de várias moléculas, incluindo a glicose (23,138,139). Ainda, a 
claudina-2 também é típica de epitélios cuja barreira está prejudicada e apresentam 
alta permeabilidade (1), como em doenças inflamatórias intestinais, onde a 
expressão dessa proteína aumenta consideravelmente em pacientes com colite 
ulcerativa em comparação a Doença de Crohn (128). Portanto, a diminuição do 
conteúdo juncional da claudina-2 no epitélio intestinal dos animais pré-diabéticos, 
reportada no presente trabalho, pode estar relacionada com o comprometimento dos 
processos de absorção e secreção intestinais nessa condição (1,128).  
A ZO-1 apresentou diminuição em seu conteúdo juncional a partir de 30d de 
DH em ambos os segmentos analisados. Experimento utilizando camundongos 
alimentados com dieta hiperlipídica durante 30 dias corroborou esse dado, 
demonstrando que houve redução significativa na expressão de ZO-1 associada ao 
aumento na permeabilidade intestinal (55). Além da ZO-1 influenciar na arquitetura 
do citoesqueleto através de sua interação direta com a actina e com proteínas 
ligadoras de actina, a presença e interação das ZOs na placa citoplasmática é uma 
condição necessária e suficiente para que haja polimerização de claudinas na JO 
(125,140), portanto, a diminuição no conteúdo juncional de ZO-1 pode estar 
relacionada a diminuição do conteúdo juncional das claudinas avaliadas.  
O conteúdo celular das proteínas da JO verificado através de Western Blot 
não demonstrou ser alterado com o desenvolvimento do pré-diabetes, indicando que 
houve um rearranjo na estrutura da JO, onde parte do conteúdo proteico foi 
removido da região de contato intercelular, e possivelmente sofreu modificações na 
composição molecular através de processos como fosforilação, palmitoilação, ou 
permaneceu em vesículas no citoplasma (128,130,134,135,141).  
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Em conjunto, a diminuição significativa do conteúdo juncional, mas não 
celular, das claudinas-1,-2,-3 e ZO-1 indicam que a dieta hiperlipídica levou a um 
enfraquecimento da barreira paracelular no duodeno e jejuno, contribuindo para o 
aumento da permeabilidade paracelular, como revelado pelo ensaio com LY. 
Resultado semelhante foi obtido com a análise por imunoistoquímica e Western Blot 
nos segmentos do íleo e cólon (106), embora a alteração provocada na JO do 
intestino distal foi mais sutil que o reportado aqui para os segmentos do intestino 
proximal.  
Corroborando esse achado, foi observado que a exposição in vitro ao 
conteúdo luminal do intestino delgado coletado de camundongos pré-diabéticos tipo 
2 provoca efeitos deletérios mais severos sobre a JO em relação ao conteúdo 
luminal do intestino grosso, quando avaliada em monocamadas das linhagens 
epiteliais Caco-2 e MDCK, (2). Embora não tenhamos uma explicação conclusiva 
para esse achado, é possível que a DH induza alterações de algum(ns) 
componente(s) luminal(is) no intestino proximal que resulte na desestruturação da 
JO do epitélio intestinal nesses segmentos. No conteúdo luminal intestinal, além da 
microbiota e seus produtos secretados (toxinas), há a presença de enzimas 
proteolíticas de origem gástrica, pancreática e intestinal, e de componentes da 
secreção biliar, que participam no processo de digestão e absorção de nutrientes. 
Todos esses componentes, quando desregulados, podem causar efeitos deletérios à 
barreira epitelial (55,142–144). 
  Os níveis normais de LPS plasmático verificados em todos os tempos 
experimentais indicam que o nosso modelo animal de pré-diabetes tipo 2 não 
desenvolveu um quadro de endotoxemia. Estudo realizado em humanos portadores 
de DMT2 também não verificou diferença na concentração plasmática de LPS em 
relação aos pacientes controle (DMT2 0.92 ± 0.66 EU/mL versus Controle 0.94 ± 
0.66 EU/mL), apenas na distribuição do LPS entre as diferentes classes de 
lipoproteínas (145).  
A ausência de alteração significativa na concentração de LPS luminal no 
duodeno, jejuno, íleo e cólon dos animais pré-diabéticos (grupo 60d), em conjunto 
com níveis normais de LPS plasmático e aumento da permeabilidade paracelular a 
moléculas de relativo baixo peso molecular como o LY, pode indicar que a barreira 
paracelular não sofreu agressão que justificasse o aumento na passagem de 
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moléculas de alto peso molecular como o LPS (~10-20 kDa, ~109 Å2) (146,147), 
apenas tornou-se mais permeável a moléculas menores, como o LY (457 Da, 4,9 Å).    
O aumento significativo na permeabilidade paracelular é observado em 
condições como na infecção intestinal por bactérias patogênicas como a Salmonella 
enterica sorotipo typhimurium, permitindo a passagem de FITC-Dextran de 20 kDa 
(148). No entanto, o maior aporte de lipídios na dieta pode ter favorecido a absorção 
de LPS pela via transcelular, sem causar inflamação significativa em nível intestinal, 
como observado pela ausência de sinais como infiltrados inflamatórios e de aumento 
na quantidade de células caliciformes (98). Entretanto, se a absorção intestinal de 
LPS ocorreu no animal pré-diabético, esta foi possivelmente em quantidade 
relativamente pequena e suficiente para, após sofrer clearance hepático, atingir 
níveis plasmáticos semelhantes aos do controle (52,59,60,149).  
Após uma refeição rica em lipídios, a maior parte dessas moléculas, e 
consequentemente do LPS, absorvidos pelos enterócitos, passa a integrar as 
moléculas de quilomícrons, que são liberadas na membrana basolateral e difundem-
se até os vasos quilíferos centrais das vilosidades, sendo transportados para o ducto 
torácico que desemboca nas grandes veias do pescoço e segue para a circulação 
sistêmica (150). A ligação do LPS a componentes do plasma como LBP (LPS 
binding protein), sCD14 (CD14 solúvel), e a todas as classes de lipoproteínas 
(VLDL, LDL, HDL e quilomícrons) está associada a redução na toxicidade dessa 
molécula (145). Em particular, a ligação do LPS a lipoproteínas é capaz de prevenir 
a ligação entre LPS e seu receptor TLR-4, diminuindo a resposta inflamatória e 
conduzindo-o para a detoxificação hepática (13).  
Os demais lipídios, como os ácidos graxos de cadeia curta, são liberados na 
membrana basolateral e se difundem para os capilares sanguíneos das vilosidades, 
de onde seguem para a circulação portal até o fígado, onde ocorre a maior parte da 
detoxificação do LPS, seja pela integração dessa molécula na composição da bile, 
ou através de mecanismos como a desacetilação pelas células de Kupffer, e 
desfosforilação pela fosfatase alcalina de hepatócitos (13,59,60,150,151). O papel 
dos hepatócitos no metabolismo de LPS foi demonstrado em animais LDLR -/- 
(receptor de LDL) e linhagem celular de hepatócitos humanos HepG2 LDLR -/-, onde 
houve respectivamente uma redução significativa do clearance e da captação de 
LPS com relação ao controle (149). Em outro estudo, foi observado que a ingestão 
de triglicerídeos leva ao aumento da concentração plasmática de LPS associado 
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principalmente a fração de quilomícrons remanescentes (59). A análise in vitro 
realizada com a linhagem celular Caco-2 corroborou essa observação, mostrando 
que a formação de quilomícrons aumenta a secreção de LPS pela membrana 
basolateral (59).  
Nossos dados desafiam a hipótese vigente de que a dieta hiperlipídica leva a 
mudanças na microbiota intestinal com aumento na quantidade de LPS luminal, 
aumentando a permeabilidade paracelular e a absorção de LPS, o que resulta em 
endotoxemia metabólica, que consiste em um estado inflamatório sistêmico crônico 
de baixo grau, responsável pelo desenvolvimento do quadro de diabetes através do 
estabelecimento da resistência periférica à insulina (13,55,152,153).  
Primeiramente, as alterações na estrutura da JO no epitélio do duodeno e 
jejuno, reportadas no presente trabalho, ocorreram ao longo de todo o tempo 
experimental, sendo observada redução no conteúdo juncional de proteínas 
envolvidas com a função de barreira na JO já aos 15 dias de tratamento com a DH. 
Enquanto que a quebra de barreira mediada pela JO ocorreu de maneira marcante e 
significativa no duodeno e jejuno, no íleo e cólon, que abrigam maior parte da 
microbiota, foram observadas alterações sutis (106,154,155). Todas as alterações 
de barreira intestinal observadas no presente estudo ocorreram na ausência de 
mudança significativa na concentração sistêmica e intestinal de LPS, mesmo nos 
animais pré-diabéticos, que apresentaram permeabilidade intestinal aumentada a 
moléculas de menor peso molecular. Esses dados sugerem que outras moléculas 
podem estar atravessando de maneira crônica a barreira paracelular intestinal 
danificada, principalmente no duodeno e jejuno, cujo conteúdo luminal proveniente 
de animais pré-diabéticos apresentou-se mais deletério a células epiteliais em 
cultura (98), podendo desencadear um estado inflamatório sistêmico de baixo grau 
que culmine com o estabelecimento da resistência periférica à insulina. 
As discrepâncias entre os nossos achados e os reportados por outros, nos 
quais se baseou essa hipótese (13,55,152,153), podem ser explicadas, pelo menos 
parcialmente, por diferenças na composição das dietas entre os estudos. Cani e 
colaboradores (2008) (55) observaram alterações metabólicas e intestinais mais 
signifcativas em camundongos C57BL/6J após 30 dias de exposição a uma dieta 
contendo 72% de lipídios (conteúdo energético em kcal por grama), dentre elas 
endotoxemia metabólica e aumento na quantidade de LPS no ceco (55). Já no 
nosso modelo, empregamos 40% de lipídios (conteúdo energético em kcal/g, 
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correspondente a 21% lipídios em peso por grama) na formulação da dieta 
hiperlipídica, e os animais se tornaram pré-diabéticos após 60d, podendo não ter 
sido suficiente para provocar alterações significativas na microbiota e/ou na 
quantidade de LPS luminal.  
 O excesso de tecido adiposo visceral observado em nosso modelo animal, 
que ganhou peso gradativamente e se tornou obeso após administração de DH por 
60d, pode ter sido a fonte de fatores inflamatórios relacionados ao estabelecimento 
da resistência periférica à insulina (64,156). A obesidade está associada a 
desordens metabólicas como esteatose hepática não alcoólica e DMT2, e também é 
caracterizada por um estado inflamatório sistêmico crônico de baixo grau (64).  
A infiltração de macrófagos no tecido adiposo de animais obesos leva a 
liberação de adipocitocinas pró-inflamatórias como TNF-α, que reduz os níveis 
proteicos de IRS-1 e GLUT-4 nos adipócitos, além de desregular a cascata de 
sinalização da insulina ao fosforilar o receptor de insulina e o IRS-1 em resíduos de 
serina, contribuindo para o estabelecimento da resistência periférica à insulina 
(62,63,157). Em adição, a IL-6, que está presente em altas concentrações na 
obesidade, induz inibição da expressão de GLUT-4 e IRS-1, reduzindo a captação 
de glicose, e contribuindo para o estabelecimento do quadro de hiperglicemia 
(13,62,63,156). A inflamação local torna-se sistêmica com a liberação de citocinas 
na corrente sanguínea (13). 
Em conclusão, a administração de DH provoca quebra de barreira paracelular 
mediada pela JO no duodeno e jejuno, e esse evento é anterior ao estabelecimento 
do pré-DMT2. Esse evento contribui para o aumento da permeabilidade intestinal a 
moléculas de baixo peso molecular (como o Lucifer Yellow) nos animais pré-
diabéticos, não sendo associada a um quadro endotoxemia metabólica indicando 
que outras moléculas ou mecanismos podem estar envolvidas no estabelecimento 
da resistência periférica à insulina, evento chave na patogênese do DMT2. Estudos 
posteriores, utilizando esse modelo animal, são necessários para esclarecer como 
diferenças na composição da dieta pode determinar a ocorrência ou não de 
endotoxemia, de que maneira o trato digestivo colabora com o 
desencadeamento/evolução do DMT2 e por quais mecanismos ele desempenha o 







1) A exposição de camundongos C57BL/6JUnib à dieta hiperlipídica provoca 
alterações metabólicas progressivas que culminam no estabelecimento do quadro 
de pré-diabetes após 60d, como hiperglicemia moderada, em jejum e pós-prandial, e 
significativo ganho de peso e da massa das gorduras pélvica e retroperitoneal. 
2) Durante a administração da DH, a mucosa do intestino delgado nas regiões 
do duodeno e jejuno apresentou um aumento na altura dos enterócitos, podendo 
representar uma resposta adaptativa frente ao maior aporte calórico, porém não 
houve alteração marcante na área de absorção representada pelo conjunto de vilos 
e glândulas. 
3) A alteração funcional da barreira epitelial intestinal mediada pelas junções de 
oclusão, verificada através do aumento na permeabilidade intestinal ao marcador 
paracelular Lucifer Yellow, foi associada a alterações progressivas na estrutura da 
JO no duodeno e jejuno, com grande redução da fração juncional de importantes 
proteínas constituintes dessa junção, como revelado por imunofluorescência, sem 
que houvesse redução no conteúdo celular das mesmas, avaliado por Western Blot. 
4) As alterações metabólicas, morfológicas e funcionais, anteriormente citadas, 
não foram suficientes para que o modelo animal utilizado nesse estudo 
desenvolvesse um quadro de endotoxemia, observado por níveis normais de LPS 
plasmático em relação ao controle, nem mesmo para que o conteúdo luminal de LPS 













CONCLUSÕES DESSA DISSERTAÇÃO 
 
As junções de oclusão desempenham um papel importante na patogênese do 
DMT2, visto que a quebra da barreira paracelular intestinal estabelecida por essa 
estrutura decorrente da administração de dieta hiperlipídica é anterior ao 
estabelecimento do pré-DMT2. Essa quebra de barreira é mais marcante nos 
segmentos do intestino proximal em relação ao distal, que abrigam maior parte da 
microbiota, e contribui para o aumento da permeabilidade intestinal a moléculas de 
baixo peso molecular (como o Lucifer Yellow) nos animais pré-diabéticos, na 
ausência do quadro endotoxemia metabólica em todos os tempos experimentais. 
Isso indica que outras moléculas presentes no lúmen podem estar atravessando de 
maneira crônica a barreira intestinal já comprometida, principalmente no duodeno e 
jejuno, e provocando ou agravando o estado inflamatório sistêmico de baixo grau, e 
contribuindo para o quadro de resistência periférica à insulina, um dos principais 
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